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Resumen

Las proteinas inactivadoras de los ribosomas (RIPs) son proteinas N-glicosidasas citotoxicas
identificadas en plantas, hongos y bacterias. Las RIPs de plantas inhiben la sintesis de proteinas por medio de una
escision en un enlace glicosidico (N-C) especifico, entre un residuo de adenina y una ribosa presente en el rRNA
28S de los ribosomas. En éste reporte se describe el aislamiento y caracterizacion inicial de una RIP del tipo I
presente en la bacteria gram-positiva Streptomyces coelicolor (RIPSC). El gen ripsc fue amplificado por PCR,
clonado y expresado en E. coli como proteina recombinante de 30kDa. Por otro lado, cuando RIPSC fue sobre-
expresada en E. coli 'y en S. lividans se observo un fuerte decremento en el crecimiento de ambos organismos.
Ademas la produccion intracelular de RIPSC en Saccharomyces cerevisiae resulto letal para ésta. Sin embargo, la
proteina RIPSC purificada no mostré actividad antifingica o antibacteriana en contra de las especies probadas
sugiriendo que esto es debido a que RIPSC es incapaz de entrar a las células. Lo cual se confirma con el hecho de
que la proteina de S. coelicolor, RIPSC, purificada mostr6 una fuerte inhibicion sobre la traduccion de luciferasa

en el sistema libre de células utilizado.



INTRODUCCION




1. Introduccion

1.1 Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas

Las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas o mejor conocidas como RIPs (por sus siglas en inglés), son un
grupo de proteinas que poseen la capacidad de causar dafio irreversible a los ribosomas, inhibiendo asi la sintesis
proteica. Ribotoxinas es el calificativo que se propuso para una familia de ribonucleasas del grupo de las RIPs
(ribosome-inactivating proteins) fingicas y bacterianas que se encontraban entre los mas potentes inhibidores del
proceso de traduccion, ya que; desde un primer momento, lo que mas atrajo de ellas fue su extraordinaria
capacidad citotoxica (Lamy y Davies, 1991; Lamy ef al., 1992). El hecho de actuar de forma especifica frente a
ribosomas hizo que las ribotoxinas se incluyeran en el grupo de las proteinas inactivantes de ribosomas (RIP),
aunque no compartan la mayor parte de las caracteristicas que son comunes a todas ellas, razon por la cual, pocos
autores las tienen en cuenta (Peumans et al., 2001). La principal actividad conferida a las RIPs es la de N-
glicosilasas aunque recientemente se han reportado diversas actividades novedosas tales como DNAsas,

antivirales, polinucledtido adenosin glicosidasas, entre otras (Peumans et al., 2001).

1.1.1 Clasificacion de las RIPs.

Las RIPs, segun su caracterizacion inicial, son clasificadas de acuerdo con sus propiedades fisicas

(Mundy et al, 1994) (Fig 1).

e Tipo I: Enzimas monoméricas de un peso molecular aproximado de 30,000 Da con actividad N-
glicosidasa, son basicamente proteinas que comparten un alto ntimero conservado de residuos activos, y
estructura secundaria con el sitio activo en la misma regiéon pero son diferentes en algunas
modificaciones postraduccionales. La mayoria de las RIPs que han sido caracterizadas, caen dentro de
esta clasificacion. También se han descrito RIPs de tipo I con un tamaiio menor al esperado, lagenina y
calcaelina (20 KDa), e incluso producidas por otros organismos diferentes a las plantas (Wang y Ng,

2000; Ng et al., 2003).

o Tipo II: Proteinas altamente toxicas, heterodiméricas con subunidades polipéptidicas separadas, una con
propiedades enzimaticas y la otra con propiedad de lectina, cada subunidad tiene aproximadamente un
peso molecular de 30,000 Da. Uno de los polipéptidos con actividad RIP (cadena A) estd unido a una
lectina (cadena B) a través de un puente disulfuro. La cadena de lectina puede unirse a los fragmentos
galactosil de las glicoproteinas y/o los glicolipidos que se encuentran en la superficie de las células

eucariontes. Con esto, mediar el transporte retrogrado de la cadena A al citosol, es decir, transportar la
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cadena RIP al interior de la célula blanco. Una vez dentro, en el citosol, la cadena RIP tiene acceso a la

magquinaria traduccional y puede interrumpir la sintesis proteica ( Mundy et al, 1994).

o Tipo III: Estas enzimas son sintetizadas como precursores inactivos (proRIPs) y requieren procesos
proteoliticos que ocurren entre los aminodcidos involucrados en la formacion del sitio activo. Este tipo
de RIPs son mucho menos frecuentes que los otros dos tipos y poseen dominios adicionales de
funcionalidad desconocida. Dentro del tipo III se engloban todos aquellos ejemplos que no se ajustan a
los anteriores, aunque el mas representativo es el de la proteina JIP-60, que es una RIP aislada de la

cebada (Nielsen y Boston, 2001; Peumans et al., 2001).

Todas las RIPs producen la inhibicion de la biosintesis de proteinas que, en ultima instancia, es la
causante de la muerte de las células diana. Sin embargo, recientemente se estin descubriendo actividades
adicionales de las RIP, que podrian estar relacionadas con diferencias sustanciales que se dan entre miembros de
la familia, como un diferente mecanismo de accion, o funcion bioldgica, o especificidad de la toxicidad. Entre
ellas se encuentra, por ejemplo, la actividad ribonucleasa de PAP, momorcharinas y kirilowinas (Mock et al.,

1996; Peumans et al., 2001).

Tipo B _
dominio N-glicosidasa
3I0KDa PAP, fricosantina,
| ! | Kirilowinas, momorcharinas
/) b32demaiz
dominio lectina 30KDa . . s
T 1 e
| 1 toxina de Shiga
H
] L I P60
dominio
funcion desconocida

Fig. 1 Esquema de los tres tipos de RIP (ribosome-inactivating protein) segiin los dominios o cadenas funcionales que poseen. Los tres
tipos mantienen el dominio N-glicosidasa, aunque en algin caso éste es procesado postraduccionalmente y esta formado por mas de una
cadena polipeptidica (Garcia et al., 2004).

1.1.2 Estructura

Mas de 50 RIPs de tipo I, y aproximadamente 15 RIPs del tipo II han sido secuenciadas y/o clonadas.
Una comparacion entre las secuencias revela fuerte similitud entre las RIPs del tipo I con la cadena A de las RIPs
del tipo II y también entre las cadenas B de las RIPs del tipo 2. Un examen profundo indica que la similitud entre
los aminoacidos en el extremo amino-terminal y en la region central de las RIPs es mucho mayor que en el
extremo carboxilo-terminal. Estas variaciones sugieren el hecho de que la diferencia en el grado de conservacion

explica porqué algunas actividades, debidas a la region central de la estructura de las RIPs, son altamente
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conservadas entre todos los tipos de las mismas, mientras que otras actividades no son tan conservadas,

presumiblemente debido a la variacion en la region C-terminal (Van Damme et al., 2001).

La estructura cristalizada de la ricina fue la primera estructura terciaria conocida de una RIP (Figura 2).
La ricina es una proteina globular, un heterodimero glicosilado unido por un soélo enlace disulfuro.
Aproximadamente el 50 % de la cadena A consiste de a-hélices y el otro 50 % de laminas . Dentro de la
estructura se distinguen 3 diferentes dominios. Una hendidura en la interface de los tres dominios forma el sitio
activo para la actividad N-glicosidasa. La cadena B de la ricina es una estructura bilobal compuesta de dos

dominios homdlogos. Cada dominio contiene un sitio de unién de galactosa (Montfort ef al., 1987).

Fig. 2 Estructura terciaria de la ricina. En rojo se muestra la cadena A, correspondiente al dominio N-glicosilasa, en azul se muestra la cadena

B, correspondiente al dominio lectina

Han sido reportadas las estructuras cristalizadas de al menos siete RIPs del tipo I y tres del tipo II. En
general la estructura terciaria de diferentes RIPs es muy bien conservada, aunque existen algunas diferencias,
especialmente en la region carboxilo-terminal y en la superficie estructural de las horquillas. Se cree hasta el
momento que estds diferencias son las responsables de las diferentes actividades enzimaticas reportadas para las
RIPs, asi como de la especificidad que presentan por algunos sustratos. Debido al descubrimiento de nuevas
actividades enzimdticas de las RIPs, se estdn haciendo intensos esfuerzos en el estudio de las diferencias

estructurales, con la finalidad de encontrar evidencias de sus multiples funciones (Peumans et al., 2001).
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1.1.3 Mecanismo de accion

La actividad enzimatica destacable de todas las RIPs y gracias a la cual se les ha llamado de esa manera,
es la de N-glicosilasa que da lugar a una despurinizacion de la A4324 (numeracion del rRNA 28S de rata) en el
dominio SRL (Sarcin/ricin loop) de los ribosomas (Figura 3), ocasionando su inactivacion. Este SRL es una
estructura muy caracteristica del ribosoma, localizado dentro de la subunidad grande, en el mayor de los RNA
ribosomales, y que resulta clave para su funcionalidad. El nombre de esta region del rRNA (SRL, arcin/ricin
loop), se explica facilmente, ya que la ricina y la a-sarcina son, respectivamente, la RIP de tipo II y la ribotoxina
mejor estudiadas, y de las toxinas mas potentes, habiendo sido incluso la primera empleada en el disefio de armas

biologicas (DaSilva et al., 2003).
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Fig. 3 El sustrato de las RIPs. A. Estructura de la subunidad mayor del ribosoma de H. marismortui a 2.4 A (figura procedente de Steitz
yMoore, 2003). Las proteinas (identificadas segun la nomenclatura correspondiente) aparecen en azul y el RNA en blanco y rojo. Las
proteinas mostradas como cintas verdes corresponden a estructuras obtenidas independientemente y acopladas en el modelo. Se indica la
posicion del lazo sarcina/ricina (SRL). B. Distintas caracteristicas del lazo sarcina/ricina (Correl et al., 1998). A la izquierda se sefialan
(amarillo) el SRL y algunas proteinas ribosomales adyacentes en la estructura tridimensional de la subunidad grande del ribosoma de H.
marismortui. A la derecha se muestra la secuencia y estructura de dicho elemento procedente del ribosoma de rata (y entre paréntesis la
numeracion del correspondiente en E. coli). Con el mismo color aparece el mismo elemento de estructura secundaria en las dos
representaciones; asi, en rojo la zona con apareamientos de Watson y Crick, en azul la region previa a la G prominente (4319) y el giro S
(amarillo), con apareamientos no candnicos, y en verde el tetrabucle, indicando las bases sobre las que actiian las proteinas ricina y a-sarcina.
C. Estructura cristalina del complejo restrictocina-analogo de SRL (Yang et al, 2001). En esta estructura el analogo del sustrato se
encuentra distorsionado en la region del tetrabucle al compararlo con la estructura libre mostrada en B y por ello no se corta. La proteina se

representa en modo de cinta con los residuos cataliticos resaltados en rojo, Glu-95, His-136 y azul, His-49. La nomenclatura de los bucles de
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la proteina es la misma que la que se ha dado a la a-sarcina. En el RNA se sefala el esqueleto fosfodiéster en negro y las bases nitrogenadas
en gris a excepcion de la G prominente en amarillo, el tetrabucle (GAnUdA) en verde, y el grupo fosfato objeto de corte por la enzima, en

rosa. (nU= 2’-amino-ribosa; dA= desoxirribosa).

El ribosoma es uno de los complejos macromoleculares esenciales para cualquier organismo capaz de
replicarse, y esto incluye no solamente a las células, tanto eucariotas como procariotas, sino también a los virus,
que lo aprovechan de la célula que infectan. De hecho, se encuentran también en mitocondrias y cloroplastos,
restos evolutivos de organismos vivos independientes (Mears et al, 2002). A pesar de su gran complejidad, el
ribosoma esta altamente conservado en todas las especies vivas, lo que da cuenta de la importancia de su funcion,
la biosintesis de proteinas. La accién de las RIPs desemboca en la inhibicion de la sintesis de proteinas de la
célula sobre la que actuan, al ser este corte suficiente como para impedir la unioén al ribosoma de factores
esenciales en el proceso de traduccion, aminoacil-tRNA dependiente de EF1:GTP y EF-2:GTP (o EF-Tu y EF-G,
respectivamente, si son ribosomas procariotas) (Brigotti et al, 1989). Una vez descubierto su mecanismo de
accion, ¢éste ha sido objeto de numerosos estudios, con la intencién de discernir el modo por el que las RIPs son

tan especificas.

La traduccion del mRNA pasa por varias etapas clave, que se localizan en la zona de interaccion de las
dos subunidades del ribosoma (Figura 4A). Entre ellas esta el reconocimiento, energéticamente favorable, del par
codoén-anticodon, entre el mRNA y el aminoacil-tRNA correspondiente, que se da en la subunidad pequeiia, y la
formacion del enlace peptidico, catalizada por el centro GTPasa, en la subunidad grande (Ogle et al., 2003;
Rodnina y Wintermeyer, 2003). El hecho de que este centro GTPasa esté constituido enteramente por rRNA
permite considerar al ribosoma, en esencia, como una ribozima (Steitz y Moore, 2003). En ambos procesos
participa el aminoacil-tRNA portador del aminoacido que se va a incorporar a la cadena peptidica, aunque en
conformaciones diferentes, y para ello, entre otras cosas, se requiere de la interaccion con el factor de elongacion
Tu (o eEF-1 de eucariotas). Este complejo ternario, aminoacil-tRNA:EF-Tu:GTP, se ancla en el ribosoma, de
forma que el reconocimiento del anticodéon del tRNA favorece la hidrélisis de GTP por parte del factor de
elongacion (por un reordenamiento de su dominio G), que se libera, dando lugar al cambio conformacional
requerido por el tRNA para que se forme el enlace peptidico (Figura 4) (Rodnina et al., 1995; Valle et al., 2003a).
La mayor parte de las interacciones esenciales que se dan a lo largo de este proceso ocurren en la subunidad
grande del ribosoma, tanto con el RNA ribosomal (el centro GTPasa y el SRL), como con proteinas ribosomales:
la L11, que ayuda a mantener la conformacion del centro GTPasa, el heterodimero L7/L.12, y, algo mas alejadas,
la L3, L6 y L14 (nomenclatura de organismos procariotas para todas ellas) (Figuras 4A) (Ban et al., 1999;
Uchiumi ef al.,1999; Uchiumi ef al., 2002; Wilson y Nechifor, 2004).

En el ribosoma, el SRL, el lazo localizado en el dominio VI del rRNA 23S (o 28S en rata), estad formado

por un tallo de RNA en doble hélice, que mantiene el tetrabucle GAGA y la guanina denominada G prominente,

y tiene un total de 30-35 nucledtidos, de los que 12 estdn universalmente conservados
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(5’AGUACGAG|AGGAA/CC-3”) (Figura 4B) (Szewczak et al., 1993; Szewczak y Moore, 1995; Seggerson y
Moore, 1998). De forma independiente, se ha resuelto la estructura de este lazo, coincidiendo con la estructura
que muestra en el ribosoma, y observandose que se encuentra expuesto dentro de la subunidad grande (Figura 4A
y B) (Correll ef al., 1998 y 1999; Ban et al., 1999). Ademas, los ensayos bioquimicos han demostrado que, no
solo las RIPs que hidrolizan el segundo enlace GA del tetrabucle o las RIPs que actian como la ricina,
desadenilando la primera A del tetrabucle, sino que también los factores de elongacion EF-Tu y EF-G (EF-1y
EF-2 respectivamente en eucariotas) interaccionan con este SRL, con lo que se daria una competencia en una
situacion in vivo (Moazed et al., 1988). Hasta ahora, por lo que se ha descrito, parece que el reconocimiento de
este sustrato por las RIPs se da a través de la G prominente y el giro S que, segun el cristal SRL-restrictocina,
interaccionaria con los bucles 1 y 3 de la proteina, siendo dicho nucleétido el unico realmente esencial para la
actividad ribonucleolitica especifica (Figura 4C) (Macbeth y Wool, 1999; Yang ef al., 2001). Una vez “anclada”
la RIP, ésta ejerceria su accion sobre el enlace situado a 12 A de esa G prominente, no siendo estrictamente
necesario que en ¢l participe otra G (Gliick y Wool, 1996). Por ultimo, parece darse un cambio de conformacion
en el tetrabucle GAGA, provocado por la interaccion RNA-proteina, para permitir la reaccion de hidrolisis a

través del intermediario ciclico, (Correll et al., 1998).

En cuanto a la inactivacion del ribosoma producida por esta hidrolisis, se debe a la imposibilidad de
unioén de los factores de elongacion a esa region; y probablemente también de los de iniciacion y terminacion,
necesaria para anclar los aminoacil-tRNA y promover, posteriormente, una conformacion adecuada para la
formacion del enlace peptidico (EF-Tu) asi como su translocacion dentro del ribosoma (EF-G) (Figura 4A)
(Miller y Bodley, 1991; Furutani et al., 1992; Andersen et al., 2003). Aunque esto no esta estudiado en detalle,
probablemente sea un cambio de conformaciéon del SRL, tras su hidrdlisis, lo que desencadene el efecto

inhibitorio (Larsson et al., 2002).

Por otro lado, se han observado ciertas interacciones de proteinas ribosomales, con algunas RIPs, como
la PAP o la ricina, que estarian de acuerdo con el entorno del SRL definido mediante cristalografia. Por ejemplo,
la L3 (conservada en eucariotas y procariotas) parece verse afectada por la a-sarcina y la ricina, mientras que la
L14e (que solo aparece en eucariotas) solo lo estaria por esta ultima (Terao et al., 1988). Otro factor a tener en
cuenta es que las proteinas que contactan con el SRL no estan universalmente conservadas en los organismos
vivos, pudiendo estar en ellas la clave de la diferente actividad de ribotoxinas y RIP en ribosomas eucariotas o

procariotas (Uchiumi et al., 2002).
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Figura 4: Diagrama del proceso de biosintesis de proteinas por el ribosoma. A. Dindmica de la formacion del enlace peptidico. (Parte
superior) Union del complejo aminoacil-tRNA-EF-Tu al sitio A del ribosoma y etapa de comprobacion de la lectura correcta del par codon-

anticodon, acontecimientos previos a la formacion del enlace peptidico (Ramakrishnan, 2002). (Parte inferior) Secuencia de la union,
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hidrélisis de GTP y liberacion de los dos factores de elongacion, EF-Tu y EF-G, asi como algunos de los cambios conformacionales

observados con respecto a los aminoacil-tRNAs unidos al ribosoma (Ban, 2004)

305 movimiento de
Aombo apronimacian

Figura 4: Diagrama del proceso de biosintesis de proteinas por el ribosoma. (continuacion):

B.- Detalle de la estructura del complejo aminoacil-tRNA-EF-Tu unido al ribosoma (Valle et al., 2002). (Parte superior) La estructura
cristalina del complejo ternario unido al ribosoma se ha acoplado a la densidad electronica correspondiente obtenida por criomicroscopia. Se
sefialan los elementos de contacto del aminoacil-tRNA-EF-Tu (TC) con ambas subunidades, destacando el SRL. (dc: zona de interaccion
codoén-anticodon). (Parte inferior) Ajuste de la estructura cristalina del complejo ternario en su forma libre (completo en 1; sélo el tRNA, en
naranja, en 2), y la del aminoacil-tRNA, procedente de un complejo con el ribosoma (en 3 y 4, color rosa), al mapa obtenido por

criomicroscopia. La combinacion de ambos ajustes sugiere el posible movimiento ejercido por el tRNA tras la liberacion de EF-Tu (3 y 4)
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para la formacion del enlace peptidico, inducido por el movimiento de cierre de la subunidad pequefia sobre la grande del ribosoma (indicado

en la parte superior) (Ban, 2004).
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C. Mecanismo de accién de las RIPs (Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas). Todas las RIPs escinden una adenina (A4324 in rat) en
el rRNA de la subunidad mayor de los ribosomas, imposibilitando la unioén del factor 2 de elongacion. Algunas RIPs remueven mas de un

residuo de adenina, y otras una guanina del mismo residuo (GAGA).

1.1.4 Distribucion en la naturaleza

Las RIPs son cominmente encontradas en plantas y ampliamente distribuidas en el mismo reino. Las
primeras RIPs reportadas fueron detectadas mayormente en el grupo de las angiospermas dentro de ambas clases,
monocotiledoneas y dicotiledoneas, (Yao et al.., 1998; Lam and Ng, 2001), aunque ahora se han descubierto en
muchas otras especies. En algunas plantas, las RIPs estan presentes en mas de un tejido examinado (hojas,
semillas, tallo, raiz, fruto), mientras que en algunas otras se encuentran solo en uno. Algunas veces se han

encontrado isoformas de RIPs en el mismo tejido (Ferreras ef al., 1993).

Las RIPs del tipo I parecen ser mas frecuentes que las RIPs del tipo II, ademas de que las del tipo I se
han encontrado distribuidas preferencialmente en algunas familias de plantas (e.g. Caryophyllaceae,
Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, y otras). En algunas especies han sido descritos ambos tipos a la vez. (de Benito ef
al.., 1995, 1998; Hao et al.., 2001). Ademas en algunas plantas la expresion de las RIPs se ha detectado después
de la induccion en condiciones de estrés (Chaudhry et al., 1994; Stirpe et al., 1996; Rippmann et al., 1997), y

después de infeccion viral (Girbés et al., 1996).
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El interés en las RIPs, debido a sus aplicaciones y posibles funciones, ha conducido a una amplia
bisqueda de la presencia de las mismas en variadas especies de plantas, dentro de las cuales se tiene amplio
conocimiento y estudio, de hecho existen reportes con listas de la amplia distribucion de las RIPs en las plantas
(Stirpe, 2004). Hoy en dia se ha descartado su exclusividad en plantas puesto que han sido encontradas también
en hongos, bacterias y algas (Girbés et al., 2004), ademas de que se ha reportado una actividad tipo RIP en
células de mamifero (Barbieri, et al.., 2001). Consecuentemente puede afirmarse que la presencia de las RIPs se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y resulta interesante su estudio debido a las diversas
actividades y posibles aplicaciones, ademas de su presencia en diferentes organismos. A continuacion se detalla

en la tabla 1, algunas de las RIPs reportadas en la literatura con el fin de hacer evidente su distribucion.

Tabla 1. Distribucion en la naturaleza de algunas RIPs

Nombre Fuente Tipo Referencia
Plantas
Agrostina Agrostemma githago 1 Brigotti ef al., 1998
Saporina Saponaria officinalis 1 Ippoliti et al., 1992
Trichosanthina Trichosanthes kirilowii 1 Shaw et al., 2005
Momordina Momordica charantia 1 Valbonesi et al., 1999
Pokeweed antiviral protein (PAP) Phytolacca americana 1 Hudak et al.,, 1999
Ebulina Sambucus ebulus 2 Citores et al., 1996
Ricina Ricinus cominus 2 Olsnels et al., 1973
Porrectina Cinnamomum porrectum 2 Li et al.,, 1996
JIP60 Hordeom vulgare 3 Chaudhry et al., 1994
Maize RIP Zea mays 3 Hey et al., 1995

Alga

Ren-shui et al, 2002

Hongos

Gigantina Aspergillus giganteus 1 Salvarelli et al., 1994
Clavina Aspergillus clavatus 1 Huang et al., 1997
Tricholina Trichoderma viride 1 Liuet al, 1991
Flammulina Flammulina velutipes. 1 Wang et al., 2000
Pleuturegina Pleurotus tuber-regium 1 Wang et al., 2001

1.1.5 Toxicidad e Interaccion con las células

La capacidad de inactivar ribosomas y provocar la muerte celular conferida a las RIPs ha hecho que
puedan clasificarse como sustancias altamente toxicas. Asi, la potencia como toxinas viene dada por su
especificidad y rapido recambio a la hora de ejercer su actividad catalitica, siendo capaces de matar una célula

con una unica molécula de proteina que alcance el citosol (Kao y Davies, 1995; Lord et al., 2003).

En cuanto al reconocimiento del sustrato, la especificidad varia segiin la RIP; hay algunas que actiian

unicamente sobre ribosomas eucariotas y otras sobre cualquiera (Chaddock et a./, 1996). Ademas su mecanismo
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de secrecion, mediante organulos membranosos, permite mantener en compartimentos diferentes las RIPs y los
ribosomas, ademas de producirse en forma de precursores inactivos que no adquieren la conformacion nativa
hasta encontrarse en las vacuolas (Frigerio et al., 1998). Sin embargo, para algunas RIPs de origen fiingico, debe
darse una compartimentacion efectiva durante su secrecion porque los precursores son ribonucleoliticamente

activos (Martinez-Ruiz et al., 1998).

Se ha encontrado que los niveles de toxicidad varian dentro de los diferentes tipos de RIPs (Tabla 2), las
del tipo I carecen de cadena B y presentan mayor dificultad para entrar a las células diana, lo que las hace
indudablemente menos toxicas que las del tipo II, aunque dentro de la clasificacion de las RIPs del tipo II existe
un numero considerable de proteinas no toxicas, desconociéndose hasta el momento la razon (Stirpe, et al..,
2006). En cuanto a la toxicidad de las RIPs del tipo I se puede afirmar que una vez dentro de las células llegan a
ser altamente toxicas, hecho que se demostrd por primera vez con la conjugacion de la gelonina y la concavalina
A, la cual result6 altamente toxica para las células en comparacion a la gelonina libre. La fusion de un acarreador

a la gelonina hizo que ésta pudiera tener accion una vez dentro de la célula (Stirpe ef al., 1980).

Tabla 2. Toxicidad de las RIPs segtn tipo
Peso Inhibicion en sintesis proteica Toxicidad para
Estructura Molecular (ICso", nm) ratones

(LDs,, mg/Kg)

Libre de célula®  Células HeLa

Tipo I Una cadena 26-32 <0.01-4.0 170->3300 0.95-44
Tipo I Dos cadenas 60-65 43-88 0.0003-1.7 0.0017-0.008
Toxicas
Tipo II Dos cadenas 56-63 0.6—>100 0.54—>15,000 1,4->40

No-Téxicas

a.  Concentracion causante del 50% de inhibicion en la sintesis proteica.

b.  Sistema libre de célula de lisado de reticulosito de conejo.

c.  Dosis letal causante de la muerte del 50% de los animales usados para el experimento.
Fuente de la tabla: Stirpe 2004

Respecto a la forma de entrada en la célula diana, la primera interaccion con la membrana externa varia
entre las RIPs. Por ejemplo, las de tipo II interaccionan de forma especifica con restos de galactosa (Agapov et
al., 1997), y las de tipo I glicosiladas con receptores de carbohidratos (Nielsen y Boston, 2001), incluso algunas
se unen al receptor de LDL o de quimiocinas (Chan et al., 2000b). La interaccion directa con lipidos de la
membrana, como ocurre con las ribotoxinas, se ha estudiado con RIP como la saponina (Liu et al., 1997).
Posteriormente, la internacion, que ha sido bien caracterizada para el caso de la ricina, se lleva a cabo mediante
endocitosis, tanto dependiente como independiente de clatrina, llegando hasta el reticulo endoplasmico donde,

aprovechando el translocon, la subunidad catalitica entra al citoplasma y ejerce su actividad toxica tras escapar
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del proteosoma (Figura 5) (Simpson ef al., 1999; Sandvig y van Deurs, 2002; Lord et a./, 2003). La muerte
celular se produce por apoptosis (Bolognesi ef al., 1996), en la que, segin los casos, hay mas factores implicados

ademas de las caspasas (moléculas inductoras de apoptosis) (Zhang et al., 2001).
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Figura 5: Representacién esquematica de los mecanismos de entrada de distintas proteinas citotéxicas en la célula diana. Se muestran
la ricina como ejemplo de RIP tipo II (una cadena con actividad N-glicosidasa sobre el ribosoma y otra de reconocimiento del receptor de la
membrana), la onconasa como ribonucleasa inespecifica capaz de evadir el inhibidor de ribonucleasas citosolico, y la a-sarcina como RIP
fangica. En los tres casos se da un proceso endocitico aunque de distintas caracteristicas, especialmente en cuanto a la translocacion se refiere.

1.1.6 Otras actividades enzimaticas de las RIPs

Tal como se ha mencionado anteriormente, la primera actividad descrita de las RIPs ha sido la de rRNA
N-glicosidasa sobre una base de adenina especifica. A través del tiempo y después de la continua investigacion
para tratar de entender el mecanismo de accion, especificidad y rol en la naturaleza de las mismas, se ha llegado
al descubrimiento de nuevas actividades enzimaticas atribuidas a las RIPs, tales como polinucle6tido-adenosin-
glicosilasa, polinucledtido-guanosin-glicosilasa, ribonucleasa o superdxido dismutasa entre algunas otras
(Peumans et al., 2001, Sharma et al., 2004). El hallazgo hace de estas proteinas un blanco cada vez mas

interesante.
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1.1.6.1 Actividad polinucle6tido-adenosin-glicosidasa

En un principio se penso que las RIPs actuaban exclusivamente sobre ribosomas o rRNA aunque no se
descartaban otras posibilidades. La busqueda de nuevos sustratos para las RIPs se vio dificultada debido a la falta
de un método sensible en la deteccion de los productos de reaccion, puesto que solo se podian detectar los
fragmentos Endo (fragmento de rRNA proveniente de la subunidad mayor del ribosoma, producido después del
tratamiento con alguna RIP seguido de la exposicion con anilina, detectable por electroforesis), hasta ese
momento. El parteaguas en la metodologia fue el desarrollo de un método HPLC de cuantificacion de adenina
libre, escindida por RIPs en varios sustratos, basado en fluorescencia (Zamboni, et al.., 1989). Este método
novedoso no solo ofrecid un procedimiento directo para medir la desadenilacion de los ribosomas, sino que
también condujo al descubrimiento de actividades enzimaticas inesperadas para las RIPs sobre otros sustratos. A
partir de ese momento se encontraron un gran numero de RIPs con accion en multiples sitios de RNA (Barbieri,
et al.., 1992). Ademas se demostré que la saporina-L1 una RIP de tipo I proveniente de las hojas de Saponaria
officinalis es capaz de remover multiples residuos de adenina provenientes de diversos sustratos de 4cidos
nucleicos, tales como: DNA de esperma de pez, poli-A, tRNA e inclusive RNA viral (Barbieri, ef al.., 1994,
Barbieri, et al.., 1996). Consecuentemente, varios experimentos hechos 52 RIPs revelaron que todas las RIPs
probadas actuan frente a DNA de esperma de pez y poli-A y por lo menos un tercio lo hace sobre RNA viral

(Barbieri., et al., 1997).

En los primeros experimentos fue utilizado el DNA de esperma de pez para probar la actividad poli-
adenosin-glicosidasa de las RIPs. Mas tarde el rango de sustratos se extendio a algunos DNAs mitocondriales y
nucleares de mamifero (Barbieri, et al.., 2000). Los experimentos realizados expusieron la especificidad por
algunos sustratos de diversas RIPs en la actividad poli-adenosin-glicosilasa aunque atn es confusa la manera en
que esta especificidad es determinada asi como las condiciones necesarias para tener una actividad optima

(Peumans, et al.., 2001).

La obvia capacidad de las RIPs de desadenilar diferentes polinucleétidos implica su consideraciéon como
poli-adenosin-glicosidasas, dicha actividad resulta atin mas amplia que la de inactivadoras de los ribosomas por

lo que algunos autores han propuesto reemplazar su nombre (Barbieri, ef al., 1997).
1.1.6.2 Actividad polinucleotido-guanosin-glicosidasa

De acuerdo con algunos reportes, las RIPs son capaces también de remover residuos de guanina de
rRNA proveniente de procariotas y eucariotas, al respecto se demostrd que el tratamiento de ribosomas de rata

con ricina causo el removimiento de la Gyz,3 presente en el lazo sarcina/ricina de la subunidad mayor (Endo et

al.., 1987). La misma actividad ha sido demostrada para la RIP del tipo I denominada PAP (Pokeweed Antiviral

22



Protein). Con el uso de una técnica cuantitativa basada en HPLC se demostr6 que PAP recombinante remueve un
residuo de guanina del rRNA de E. coli (Rajamohan et al.., 1999). De manera similar, se ha demostrado por
medio de un ensayo de extension de primer altamente sensible, que PAP nativa es capaz de remover la Gyz,; de
reticulosito de conejo, tabaco y ribosomas de levadura (Hudak et al.., 2000). Estudios de modelacion confirmaron
que una base de guanina encaja en el sitio activo de PAP sin modificar la geometria siendo asi procesado de la
misma manera que una base de adenina. Hasta el momento no existe evidencia de la posible actividad de
desguanilacion para otras RIPs, lo que implica que dicha actividad no puede ser extrapolada a todas las RIPs.
Ademas de acuerdo a experimentos recientes con proteinas altamente purificadas como la gelonina, momordina,
PAP-S (PAP proveniente de semillas), y saponina-S6, ninguna de estas RIPs es capaz de remover alguna base

diferente a la caracteristica adenina (Barbieri et al.., 2000).

1.1.7 Actividades biolégicas de las RIPs

La actividad biologica de las RIPs en los organismos encontrados aiin no es clara y algunas veces
independiente de la inhibicion en la sintesis proteica. Existen diferencias en la citotoxicidad de los diferentes
tipos de RIPs y consecuentemente en su toxicidad frente a diferentes organismos. Las RIPs hasta el momento se
han considerado como proteinas de defensa en plantas puesto que son capaces de inhibir el crecimiento de
patoégenos para éstas, tales como virus, hongos, bacterias e incluso insectos (Stirpe, 2004). El rango de
organismos en los cuales las RIPs han mostrado actividad ademas de las varias actividades bioldgicas que se les

atribuyen las hace interesantes en cuanto a sus posibles aplicaciones biotecnologicas.

1.1.7.1 Actividad antiviral, antifingica y antibacteriana

Todas las RIPs del tipo 1 probadas hasta el momento han demostrado tener actividad antiviral en contra
de virus de plantas, hongos y animales (Wang et al.., 2000, Parikh et al.., 2004), mientras que solo pocas RIPs del
tipo 2 se encontraron activas sobre virus tales como las pertenecientes a Eranthis hyemalis (Kumar et al.., 1993),

y algunas de Sambucus nigra (Chen et al.., 2002).

El mecanismo de la actividad antiviral atin no es totalmente claro. Normalmente, en las plantas que las
producen, las RIPs, son segregadas desde el citoplasma, siendo localizadas en cuerpos proteinicos (e.g. ricina), en
la matriz de la pared celular o en vacuolas (e.g. PAP), o en el espacio intracelular (e.g. saponinas). Se ha pensado
que el cuerpo segregado, en cualquiera de las formas mencionadas anteriormente, podria ser roto debido al dafio
causado por la infeccion viral, por lo que las RIPs establecerian contacto con los ribosomas de la planta, causando
su inactivacion y la consecuente muerte celular, impidiendo asi la multiplicacion viral (Van Dame et al.., 2001).
De cualquier manera, el descubrimiento de que las RIPs actiian sobre acidos nucleicos sugiere que estas podrian

dafiar directamente acidos nucleicos virales (Barbieri ef al.., 1997).
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Debido al descubrimiento de la actividad antiviral de las RIPs, investigaciones han sido dirigidas hacia
el desarrollo de plantas transgénicas con resistencia viral. De hecho, se ha demostrado que PAP protege a las
plantas de papa y tabaco de la infeccion viral, aunque la sobre-expresion de PAP resulta toxica para el tabaco
(Lodge et al.., 1993). En el campo de la medicina se encontré que PAP inhibe la replicacion de VIH (Virus de
Inmunodeficiencia Humana) ( Zarling ef al.., 1990), también se estudio el efecto de la cadena A; de la ricina, en
contra del mismo virus aunque no se obtuvieron buenos resultados (Rajamohan et al.., 1999). La tricosantina es

otra RIP que ha sido investigada para este tipo de aplicaciones (McGrath et al.., 1989).

Las RIPs poseen también actividad antiftingica, antibacteriana e insecticida (Nielsen et al.., 2001).
Dichas actividades han sido utilizadas de la misma manera que la actividad antiviral con fines de resistencia en
plantas. Se demostr6 el incremento de la resistencia al ataque fingico en plantas transformadas con la RIP b-32
del maiz ( Maddaloni ef al.., 1997) y con PAP (Tumer et al.., 1999). También se encontr6 que la cadena A de la
ricina, saponina S6, y la RIP de Mirabilis expanda, son activas en contra de ribosomas fungicos (Park et al..,
2002). Se ha demostrado la actividad inhibitoria de las RIPs en contra de bacterias y hongos patogenos, Nielsen
y colaboradores (2001) presentan una revision de todos los organismos patdgenos en los que las RIPs han
presentado actividad, dichos organismos son los siguientes: Alfernaria solani, Alternaria alternata,
Agrobacterium tumerfaciens, Agrobacterium rhizogenes, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium
proliferatum, Mycosphaerella arachidicola, Neurospora crassa, Phycomyces blakesleeanus, Pythium irregulare,
Physalospora piricola, Trichoderma reesei, y Verticillium dahliae, Bacillus subtilis, Rhizobium leguminosarum,

Serratia marcescens, Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestres, y Erwinia carotovora.

1.1.7.2 Actividad Abortiva

En la medicina China tradicional, preparaciones de raices de tubérculos de Trichosanthes kirilowii
fueron utilizadas para inducir el aborto, més tarde fue demostrado que el principio activo era la proteina
tricosantina (Anénimo, 1976), que pertenece al grupo de las RIPs (Yeung et al.., 1988). De la misma manera, la
actividad abortiva fue encontrada en la momordina (Yeung et al.., 1988) y otras RIPs (Ng et al.., 1992). De
hecho, la tricosantina se usa actualmente en China para inducir abortos de términos medio y temprano con una
efectividad del 95% y con la menor incidencia de efectos secundarios, puesto que la proteina es altamente toxica
para los trofoblastos (Battelli et al.., 1992) y cuando es administrada intra-amnioticamente causa la necrosis de
células sincitiotrofoblasticas y la fragmentacion de la placenta. Grupos de células desintegradas causan la
coagulacion de sangre y la debilitacion de la circulacion provocando amplias areas de necrosis en la placenta y la

consiguiente muerte del feto (Anénimo 1976).
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1.1.7.3 Actividad anticancer

Se ha investigado el uso de las RIPs mas toxicas del tipo 2 como agentes anticancerigenos. Extractos de
Viscum album y X. americana han sido utilizados con éste proposito en Europa y Africa respectivamente, ambos
extractos contienen RIPs del tipo 2 (Stirpe ef al.., 2006). La investigacion de la ricina y otras toxinas del mismo
tipo fue motivada por la alta toxicidad que presentaron la abrina y la ricina sobre células cancerigenas en
comparacion con células no cancerigenas (Lin et al.., 1970). Es posible que estas y otras RIPs sean mas efectivas
en contra de células malignas porque éstas presentan una alta velocidad de sintesis proteica y proliferan
activamente, y también porque el hecho de estar alteradas las hace mas sensibles a las toxinas. La actividad
antitumoral conferida a los extractos de Viscum album y X. americana utilizados en Europa y Africa, es atribuida
a la RIP del tipo 2 llamada riproximina (Voss et al.., 2005). Las RIPs antes mencionadas y posiblemente algunas
otras podrian tener efectos benéficos para los pacientes con cancer no solo por el hecho de actuar directamente
sobre células tumorales sino también por el estimulo que ejercen sobre el sistema inmune induciendo la
produccion de citocinos, como se ha visto en células bajo los efectos de algunas RIPs (Yamasaki et al.., 2003) y

también en voluntarios que han recibido los extractos de Viscum album (Huber et al.., 2005).

1.1.7.4 Efectos Inmunolégicos

El conocimiento de la inmunogenicidad de las RIPs se conoce gracias a Paul Ehrlich, quien obtuvo por
primera vez anticuerpos contra la ricina (Stirpe et al.., 2004). La ricina (Thorpe et al.., 1989) y todas las RIPs son
fuertemente inmunogénicas, y su administracion en animales provoca la formacion de anticuerpos, con reaccion

cruzada solo entre las RIPs de plantas pertenecientes a la misma familia (Strocchi ef al.., 1992).

Las RIPs también son alergénicas. La alergenicidad de la semilla de Ricinos comunis (castor beans), es
bien conocida por los efectos que causa en las personas que la manipulan en la industria del aceite que se produce
de la misma (Thorpe et al.., 1988). La administracion de la ricina induce la respuesta IgE (Inmunoglobulina E), y
también realza la respuesta en contra de otros antigenos dados al mismo tiempo (Thorpe et al.., 1989). La
formacion de IgE (Inmunoglobulina E), ha sido observada en ratones después de la administracion de RIPs del
tipo I (Zheng et al.., 1991), en personal de laboratorio trabajando con RIPs (Stirpe ef al.., 2004), en pacientes
infectados con VIH y tratados con tricosantina (Byers ef al.., 19994) y en pacientes tratados con inmunotoxinas

que contienen ricina u otra RIP (Stirpe ef al.., 2004).

Las RIPs tienen efectos inmunosupresivos, en ambas maneras posibles: humoral y celular, pues cuando
son administradas evitan la formacion de anticuerpos y retardan el rechazo (Spreafico ef al.., 1983; Descotes et
al.., 1985; Benigni et al..,1995). Esto ocurre solo si las RIPs son administradas antes del antigeno, sugiriendo que

interfieren en los primeros pasos de la respuesta inmune. Debido a ésta propiedad, las RIPs pueden ser buenas
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herramientas experimentales, cuando sea necesario suprimir la respuesta inmune solo en contra de un antigeno

dado después de la administracion de una RIP sin alterar la inmunidad existente (Stirpe et al.., 2004).

1.1.7.5 Inmunotoxinas y otros conjugados

Segun se ha hecho énfasis a lo largo de la presente memoria, una de las causas importantes por las que
las RIPs resultan interesantes, es por las aplicaciones en la medicina y la agricultura que estas pueden tener. En el
desarrollo de la medicina moderna se buscan nuevas y mejores alternativas en contra de enfermedades hasta
ahora incurables como el cancer y el VIH, las inmunotoxinas son una de las alternativas que podrian ser
aplicadas. Las RIPs gracias a sus propiedades pueden ser incluidas en esta alternativa. Se ha propuesto que los
anticuerpos pueden ser utilizados para actuar selectivamente sobre células particulares y asi destruirlas. Esta
hipotesis fue hecha posible con el advenimiento de los anticuerpos monoclonales, los cuales pueden ser ligados a
toxinas, con el fin de crear “inmunotoxinas” con toxicidad selectiva para las células blanco segun el anticuerpo
ligado. Las RIPs han sido utilizadas en la preparacion de inmunotoxinas y otros conjugados, estas construcciones
han sido echas por medio de ligacién quimica y por fusiones recombinantes de proteinas, ambas principalmente
con anticuerpos monoclonales aunque también se han usado algunos otros acarreadores como hormonas,
neuropéptidos, lectinas o factores de crecimiento. Ambos tipos de RIPs han sido utilizados para estos fines
aunque el hecho de que las RIPs del tipo II posean una cadena B dificulta su aplicacion. Las aplicaciones dadas a

las inmunotoxinas creadas con el uso de RIPs han sido variadas y se presentan de manera resumida en la tabla 3.

Tabla 3. Aplicaciones dadas a las inmunotoxinas creadas con RIPs

Aplicacion RIP Referencia

Diantina 30 Legname et al., 1995

Tratamiento de VIH PAP-S Olson et al., 1991
Ricina Pincus et al., 1996
Saporina Au et al., 2000
Diantina 30

Infarto Leishmania PAP-S Cenini et al., 1988, for all RIPs
Saporina

Tumores CD80/CD86 Gelonina Bolognesi ef al., 2000 for both RIPs
Saporina
Diantina 30 Bolognesi et al., 1995
Gelonina Bolognesi et al., 2000

Sindrome de Hodgkin Momordina Terenzi et al., 1996
PAP-S Terenzi et al., 1996
Ricina Castelli et al., 2004
Saporina Terenzi et al., 1996
Diantina 30 Bolognesi et al., 1995
Gelonina Metha et al., 2004

Leucemia Momordina Kim et al., 2002
PAP-S Chu et al,, 11990
Ricina Szatrowski et al., 2003
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Continuacion de la tabla 3

Melanoma Gelonina Rosenblum et al., 1999
Gelonina Rosenblum et al., 1992 and 1999
Cancer de mama Ricina Boyer et al., 1999
Saporina Flavel et al., 2001
PAP-S
Tumor Human bladder Momordina Batelli et al., 1996 for all RIPs
Ricina
Dolor Saporina Wiley et al., 2000 for all RIPs
Volkensina

1.1.8 Rol de las RIPs en la naturaleza

Aun cuando las RIPs han sido estudiadas durante mucho tiempo, y sus actividades enzimaticas y
biologicas han sido extensamente investigadas, muy poco se conoce de su rol en la biologia de las plantas. Para
tratar de elucidar la participacion bioldgica de las RIPs atn existen preguntas que deben ser tomadas en cuenta
tales como; (Como es que son capaces de alcanzar a los ribosomas enddgenos que utilizan como sustrato, In

vivo?, (Codmo es que interactiian con la maquinaria de traduccion en la célula blanco?, (Park et al., 2004).

Por todo lo que se ha mencionado anteriormente, resulta claro que las RIPs son potencialmente
aplicables en agricultura y medicina, debido a que poseen actividad antiviral, antibacteriana y antifungica. Hasta
el momento han sido utilizadas en la preparacion de conjugados con anticuerpos (inmunotoxinas) u otros
acarreadores, haciéndolas especificamente toxicas en contra de la célula blanco, lo que puede ser de gran ayuda
en terapias médicas especificas o en contra de organismos con intereses en agricultura. La distribucion,
mecanismo de accidon y rol en la naturaleza de las RIPs no es completamente entendido y es prometedor el
desarrollo de su uso aplicado, por lo que se necesitan esfuerzos en la investigacion de las RIPs. Por otro lado, su
amplia distribucion en la naturaleza sugiere que su rol podria ser significativo, dando ventajas al organismo que
las posee, lo que ha permitido su conservacion a través de la evolucion. Es posible que las RIPs participen en
alguna via metabolica presente por lo menos en todos los organismos que las producen. La defensa y propiedades

relacionadas podrian ser de gran utilidad (Stirpe ef al.., 2004).
1.1.9 Posibles aplicaciones

Las propiedades enzimaticas de las RIPs las hacen ser consideradas como herramientas aplicables en
biotecnologia con diferentes propositos, los principales campos propuestos son la agricultura y la medicina. En la

agricultura, las RIPs han sido probadas en plantas para obtener especies resistentes a virus, hongos y bacterias

(Lodge et al.., 1993). En cuanto a la medicina se refiere, el uso de las RIPs ha sido estudiado en la construccion
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de inmunotoxinas, pero sorprendentemente su uso aun es limitado, la aplicacion de las RIPs en este campo podria

ser fructifero si pudieran encontrarse inmunotoxinas apropiadas (Stirpe ef al.., 2004).

Por otro lado es importante considerar la presencia de RIPs en distintos organismos ademas de las
plantas, lo que podria muy probablemente traer consigo multiples y variadas actividades. Las especies de
Streptomyces son muy bien conocidas debido a su gran capacidad de producir metabolitos secundarios de interés
industrial. En el presente trabajo hemos estudiado el marco de lectura abierto, con similitud a las RIPs de plantas,
denominado SC3A4.18, presente en Streptomyces coelicolor. La presencia de una RIP en Streptomyces tendria
ventajas significativas pues la expresion y caracterizacion de una RIP en Stretomyces seria presumiblemente mas
facil en comparacion a una RIP de plantas, debido a los sistemas extracelulares de expresion desarrollados para
este género y las condiciones de crecimiento de una bacteria. Estas caracteristicas hacen a la posible RIP de
Streptomyces un blanco interesante para la aplicacion biotecnologica en la medicina como inmunotoxina y en la

agricultura como agente antifiingico o antibacteriano.

1.2 Estreptomicetes

Los estreptomicetes son microorganismos Gram-positivos aislados del suelo y productores de un amplio
rango de metabolitos secundarios con actividades bioldgicas potenciales. Ademas son productores de mas de la
mitad de los activos microbianos bioldgicamente activos, incluyendo antibidticos comercialmente importantes,
compuestos inmunosupresivos, productos de salud animal, y agroquimicos. El vasto reservorio de diversos
productos hace de los estreptomicetes uno de los géneros microbianos mas importantes industrialmente y
consecuentemente existen herramientas de manipulacién genética para este tipo de microorganismos (Vallin et
al.., 2005).

e Pt & ) praa ST O -
Fig. 6 Producciéon de metabolitos secundarios por colonias de Strept;mj/cz's.r (a) Mérfologdia tipica de colonias de Streptomyces aisladas del
suelo. (b) Vista panoramica de la morfologia colonial de Streptomyces coelicolor. (Thompson et al., 2002). (c) Micrografia de escaneo
electronico de las hifas aéreas y las esporas de S. coelicolor (Fotografia tomada de: http://spider.science.strath.ac.uk/spider/spider/
modules/deptWeb/media/1/M600.jpg)
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Streptomyces coelicolor A 3(2), es la cepa mejor caracterizada genéticamente de los Estreptomicetes
(Bentley et al. 2002). Esta cepa entrd a la era post-genomica en el afio 2002 justo cuando la secuencia de su
genoma completo fue publicada. Actualmente se estan llevando a cabo analisis funcionales de marcos de lectura

abierta predichos para la cepa.

1.2.1 Estreptomicetes como hospedadores para la produccion de proteinas extracelulares.

Como resultado de la secuenciacion completa de los genomas de mas de 100 diferentes organismos, el
numero de marcos de lectura abiertos con funciones desconocidas, se ha incrementado. Para poder caracterizar
estructural y biologicamente dichas proteinas, es importante la obtencioén de cantidades sustanciales de proteinas
recombinantes. Escherichia coli, una vy-proteobacteria gram-negativa, es la bacteria hospedadora mas
comunmente utilizada en la produccion a gran escala de proteinas recombinantes. De cualquier manera, la
expresion y aislamiento de algunas proteina producidas por E. coli resulta dificil, debido a problemas de
insolubilidad, citotoxicidad, modificaciones post traduccionales o traduccién ineficiente. Con el propoésito de
vencer los problemas que se presentan en E. coli, han sido desarrollados sistemas de expresion heterdloga en

otros microorganismos procariontes y eucariontes (Nobutaka et al. 2005).

Los Estreptomicetes cuentan con ventajas potenciales en la sintesis de metabolitos secundarios de
importancia médica e industrial, en la produccion de aminoacidos por fermentaciéon, y en procesos de
bioconversion, ademas de que existen sistemas de expresion heterologa desarrollados para el género (Connell et

al. 2001).

Dentro del género, Streptomyces lividans ha sido extensamente utilizado como hospedador potencial
para proteinas intracelulares y extracelulares, ya que ademads, S. /ividans cuenta con actividad proteolitica

extracelular enddgena en bajos niveles (Binnie et al. 1997).

Durante los ultimos afios, se han incrementado los estudios reportados que proponen a los
Estreptomicetes como hospederos ideales en la produccion de proteinas extracelulares. Los péptidos sefial son un
factor importante en la produccion extracelular de proteinas, y estan siendo extensamente estudiados (Lammertyn
et al. 1998). Actualmente, existen sistemas de secrecion desarrollados para los Estreptomicetes que han sido
utilizados exitosamente en la produccion de proteinas eucarionticas (Fornwald et al. 1993, Mellaert ef al., 1994),

lo que hace de los Estreptomicetes muy buenos hospederos en la produccion de proteinas heterélogas.
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1.2.2 Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas en Estreptomicetes

Como ha sido mencionado anteriormente, las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas (RIPs) fueron
descubiertas en las plantas. Y aunque las RIPs de plantas han sido las mejor estudiadas hasta el momento, existen
reportes que demuestran que éstas no son exclusivas en dicho género. Las RIPs han sido encontradas también en
algas (Laminaria japonica), y hongos (Sarcina), (Girbés et al.., 2004). Ademas recientemente se ha descrito

actividad tipo RIP en tejidos de mamifero (Barbieri et al., 2001).

La presencia de las RIPs en diversos organismos hace que el descubrimiento de éstas en nuevas especies
sea de gran interés por las ya tan mencionadas aplicaciones que estas pueden tener, ademas de que resulta in
fortuito su conservacion en tantos y variados organismos. En los inicios del presente trabajo, se encontr6 alta
similitud del marco de lectura abierto denominado SC3A4.18 de Streptomyces coelicolor con las RIPs, ademas se
detect6 la misma similitud en distintos miembros del género como: S. scabies y S. lividans, por lo que se sugiere
la presencia de una RIP activa en el género; sin embargo, a la fecha no existe ningun reporte de su existencia en

este tipo de microorganismos.
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2. Hipétesis y Objetivos

2.1 Hipétesis

“El marco de lectura abierta, denominado ORF SC3A4.18 presente en S. coelicolor codifica una

Proteina Inactivadora de Ribosomas funcional”.

2.2 Objetivos

Objetivo general:

* Determinar si ORF SC3A4.18; de Streptomyces coelicolor, codifica una RIP (Proteina Inactivadora de

Ribosomas).

Objetivos especificos:

* Aislamiento y clonacion del marco de lectura abierta, ORF SC3A4.18.

* Sobre-expresion del gen rip de S. coelicolor en E. coli.

« Purificacion de RIP de S. coelicolor.

* Andlisis in vivo e in vitro de actividad para RIP de S. coelicolor.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cepas, medios y condiciones de cultivo
3.1.1 E. coli

Las cepas de E. coli utilizadas fueron, £. ¢  TG1 (Sambrook et al.., 1989) que sirvié como hospedero
para propositos de clonacion y E. coli BLD21(DE3)pLysS (Studier & Moffat, 1986) que fue utilizada para la
sobre-produccion de RIPSC. Ambas cepas fueron cultivadas a una temperatura de 37°C con una agitacion de 300
rpm en medio Luria Bertani (Miller, 1972). Ambos cultivos fueron suplementados con ampicilina (50 pg/ml)

cuando esto fue requerido.

3.1.2 Estreptomicetes

Las cepas de Streptomyces utilizadas fueron, S. coelicolor M145 y S. lividans TK24. Las cepas y sus
derivadas fueron cultivadas a una temperatura de 27°C con agitacion continua a 300 rpm durante 48 h. Para los
cultivos, las cepas fueron precultivadas en 5 ml de medio phage (Korn ef al.., 1978) y suplementadas con el
antibidtico apropiado. Después del pre-cultivo el micelio fue colectado y homogeneizado para ser inoculado en
medio liquido NM (Van Mellaert ef al.., 1994). Cuando el cultivo en medio solido fue requerido se utilizo medio
MRYE (Anné et al.., 1990) suplementado con thiostrepton (50 pg/ml) en caso de ser necesario. La formacion de
protoplastos y la subsecuente transformacion de S. /ividans fueron llevadas a cabo segin describe Kieser ef al..
(2000).

3.2 Analisis Bioinformaticos

La secuencia SC3A4.18 de S. coelicolor fue analizada con programas computacionales mencionados a
lo largo del trabajo, con la finalidad de determinar propiedades importantes tales como peso molecular, punto
isoeléctrico, composicion de aminoacidos, similitus con otras RIPs, entre otras. Los programas usados fueron:
VectorNTI 10 (Invitrogen), SignalP 3.0 (CBS, Center for Biological sequence analysis), Blast (NCBI, National
Center for Biotechnology Information), y Expasy tools (SIB, Swiss institute of Bioinformatics). Dichos

programas son mencionados en cada uno de los experimentos en los que fueron usados.
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3.3 Plasmidos

Los plasmidos utilizados en el presente trabajo se presentan a continuacion:

pGEM-T Easy (Fig.7) : Plasmido para E. coli. Digerido con EcoRV con una terminal T 3’. La incorporacion de
esta T incrementa la eficiencia de ligacion de un producto de PCR en este vector puesto que la mayor parte de las

polimerasas incorporan una A en ambos extremos 3’ del producto de amplificacion.

El plasmido, presenta una zona “polylinker” (multiple cloning region) flanqueada por los promotores
SP6 y T7 de la RNA polimerasa. Esta region contiene una secuencia que puede ser reconocida por diferentes
enzimas de restriccion lo que permite cortarla en puntos determinados e insertar el fragmento de DNA exdgeno

que se desea estudiar.

A7 S G

LT £asy
Vector
(SU7560/

Fig. 7. Mapa del plasmido pGEM-T Easy
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pET3a (Fig. 8): Vector de expresion para E. coli. Tiene un tamafio de 4.6 Kb, confiere resistencia frente al

antibidtico ampicilina y posee el promotor y terminador de la T7 polimerasa. Entre estas tlltimas secuencias se

inserta el gen que se desea expresar.
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Fig. 8 Mapa del plasmido pET3a
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pBSvsi (Fig. 9 ): Es un plasmido de Estreptomicetes derivado del plasmido de expresion pBluescript KS (+),
contiene el cassette de expresion para el péptido sefial aislado de S. venezuelae, lo que lo hace un sistema 1til para
la fusion de genes que se requieren expresar extracelularmente, una vez fusionado el péptido sefial, se digiere el

fragmento de interés para ser clonado en el plasmido de expresion.

A) P P. RBS vsi gen X

PP o
B) #KQ{H ori

ampicillin

" | pBluescript Il KS+
u 3.0 kb

pUC DE'I_

Fig. 9 Composicion del vector pBSDKvsi. A Cassettte de expresion de la fusion del gen con el péptido sefial, vsi, Pg y Pr(Promotores), RBS
(sitio de reconocimiento ribosomal), vsi (péptido sefial de S. venezuelae),
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p1J486 (Fig. 10 ): Plasmido de expresion de Streptomyces de alto nimero de copias, con resistencia al

tiostrepton.

Fig. 10. Mapa del plasmido de expresion plJ486.
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pESC-HIS (Fig. 11): Plasmido de expresion de Saccharomyces cerevisiae, alto nimero de copias, controlado por

induccion de galactosa, promotor GAL.

ApaLl(178)

HindIII(809)
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bla / ~ TADH1
37 \/Cld (2301)

ApaL.I(5046)

. EcoRI (2335)
P GAL10
\
P GAL1
BamHI(3013)

pucC orihr\\/
Apall(3800) \ \

Xmal(3040)
Avdl (3040)
Smal (3042)
Avd (3083)
HindIII (3090)
TCYC1
Fig. 11 Mapa del plasmido pESC-HIS
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3.4 Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en el trabajo fueron disefiados con la ayuda del programa Vector NTI 10
provisto por Invitrogen. La sintesis fue llevada a cabo por la compaiiia Eurogentec. En la tabla 4, se muestran las

secuencias de los oligonucledtidos asi como los sitios de restriccion utilizados.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la expresion de RIPSC
Nombre Secuencia

Sitio de restriccion

RIPSC FW 5’ ta ctg cag ata cgc cca aca ggc 3’

RIPSC RV 5’ ta ctt aag tca cct ttg ccc gtt gat gg ¢ 3° BamHI

RIPY FW 5’ ta gga tcc gat acg ccc aac agg ¢ 3° BamHI

RIPY RV 5’ ta cct agg tca cct ttg ccc gtt gat ggec 37 Apal

3.5 Manipulacién de ADN

La manipulacion de ADN en todos los casos fue llevada a cabo bajo técnicas estandar (Sambrook et al..,
1989; Kieser et al.., 2000). Los plasmidos y oligonucledtidos usados en el trabajo son listados en apartados
anteriores. Las endonucleasas de restriccion y las enzimas de modificacion de ADN fueron provistas por
Invitrogen y Roche Diagnostics. Se realizaron reacciones estandar de PCR utilizando SuperTaq
(HTBiotechnology). Generalmente los fragmentos obtenidos de PCR fueron clonados en pPGEMT-Easy y después
transferidos al vector escogido. Los oligonucledtidos fueron obtenidos de Eurogentec. La secuenciacion del ADN
fue llevada a cabo por medio del método de los terminadores de cadena con el kit “Termo Sequenace Primer
Cycle Sequencing” con 7-deaza-dGTP (GE Healthcare) en una maquina ALFexpress (GE Healthcare). Los
primers usados M13F y M13R estaban marcados fluorescentemente. El DNA plasmidico fue aislado utilizando el
kit de purificacion “Wizard Plus SV Miniprep DNA purification System” de Promega Inc. El DNA fue extraido
de geles de agarosa 1% usando el kit “Wizard SV Gel and PCR Clen-up System” de Promega Inc. El marcador de

peso molecular para la electroforesis de ADN en agarosa fue “Smart ladder” provisto por Eurogentec.

3.5.1 Construccion de vectores para la expresion de RIPSC en E. coli

El fragmento codificante para RIPSC madura (265 a.a.) fue amplificado por medio de la reaccién en
cadena de la polimerasa, usando el ADN total aislado de S. coelicolor como molde y con los primers RIPSC-FW
y RIPSC-RYV, las condiciones de la reaccion se describen mas adelante. Después de la amplificacion el gen ripsc
fue clonado en pGEMT-Easy. EL plasmido resultante pGEMT-Easy-ripsc fue primeramente verificado por

medio de la secuenciacion y después digerido y tratado tal como se especifica anteriormente y utilizando las
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endonucleasas correspondientes. El fragmento Ndel/BamHI obtenido fue insertado en los sitios especificos del

vector de expresion pET3a. Mas tarde se sobre-expresé RIPSC en E. coli BL21(DE)pLySs.

3.5.2 Construccion de vectores para la expresion de RIPSC en 8. lividans

Para la sobre-expresion de RIPSC en S. lividans, el gen ripsc fue amplificado por medio de PCR con los
primers RIPSC-FW y RIPSC-RV usando como molde el ADN cromosomal de S. coelicolor. El fragmento
obtenido fue clonado en pGEMT-Easy. Después de la verificacion de la secuencia el vector pPGEMT-Easy-ripsc
fue digerido con EcoRI. El fragmento EcoRI fue clonado debajo del promotor vsi en el sitio correspondiente de
pBSvsi (Lammertyn, 2000), resultando pBSvsi-ripsc. Finalmente, el cassette completo conteniendo el promotor
vsi y la secuencia codificante para RIPSC fue digerido con las enzimas Xbal/EcoRI y clonado en el sitio
correspondiente del plasmido de expresion para Streptomicetes, plJ486 (Ward et al.., 1986). El vector resultante

plJ486-ripsc, fue usado para la sobre-expresion de RIPSC en S. lividans.

3.5.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de ADN por medio de PCR se utilizo la siguiente mezcla de reaccion (45 pl):

Buffer 10x Sul
dNTPs 2.5 u
Primer FW (5mM) Sul
Primer RV (5SmM) S5ul
SuperTaq 0.2 ul
H,O 26.3 ul
ADN (10 ng/ul) 1wl

El programa aplicado fue el siguiente:

Paso Temperatura ("C) Tiempo (min)

1 95 5

2 95 1

3 55 1 30 ciclos
4 72 1

5 4 60
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3.5.4 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron analizados en electroforesis en agarosa, las moléculas de
ADN se mezclaron con una cantidad de tampon de carga apropiada, se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa preparados en tampon TBE, a los que se afladié bromuro de etidio a una concentracion final de
0,5 pg/ml. La concentracion de agarosa utilizada para la preparacion de los geles fue de 1% (p/v) dependiendo

del tamafio de los fragmentos de ADN a separar (Sambrook et al., 1989).

Tampoén TBE: Tris-HCI 89 mM, écido borico 89 mM, EDTA 2 mM pHS.
Tampon de carga para ADN (5X): azul bromofenol 0,25%, sacarosa 40%, Tris-HCl 10 mM pHS, EDTA 10
mM.

Bromuro de Etidio: solucion 10 mg/ml en agua. Se conserva a 4°C, protegido de la luz.

3.5.5 Purificacion de ADN a partir de un gel de agarosa

Después de la separacion del ADN en el gel de agarosa, se selecciono y corto la banda apropiada. Se
sigui6 el protocolo sefialado para del kit utilizado “Wizard SV Gel and PCR Clen-up System” de Promega Inc.
Las muestras obtenidas fueron checadas nuevamente en un gel de agarosa. Los fragmentos obtenidos fueron

utilizados para las ligaciones pertinentes.

3.5.6 Ligacién de fragmentos de ADN

Para las ligaciones llevadas a cabo durante el trabajo, se utilizé la ADN ligasa del bacteriofago T4 y se tuvieron
en cuenta las recomendaciones de Sambrook et al., (1989), poniendo siempre un exceso molar del fragmento de
ADN a clonar del orden de cuatro veces respecto al vector. Las reacciones fueron llevadas a cabo a temperatura
ambiente durante 2 horas para extremos protuberantes. En el caso de ligacion de extremos romos, la reaccion fue
llevada a cabo a 4°C durante toda la noche. Para el caso de la ligacion en pGEMT-Easy se siguieron las

especificaciones del fabricante.

3.5.7 Defosforilacion de extremos cohesivos

Este procedimiento se realizé cuando fue preciso evitar la recircularizacion de aquellos vectores
digeridos con endonucleasas de restriccion y que iban a ser utilizados para posteriores ligaciones. Para la
desfosforilacion, se trataron dichos vectores con fosfatasa alcalina, enzima que hidroliza los grupos fosfato del
extremo 5 del ADN impidiendo la formacion de los enlaces fosfodiéster en la misma molécula, y asi favorecer la

incorporacion de fragmentos de ADN que contengan los extremos 5” intactos. La reaccion de desfosforilacion se
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llevod a cabo afiadiendo 0.5 pl de fosfatasa alcalina (AP) (Roche) por cada 50 pl de mezcla de restriccion e
incubando a 37°C durante una hora (Maniatis ef al., 1982). Finalmente, la fosfatasa alcalina se inactivo por calor

a 65°C durante 10 minutos.

3.5.8 Transformacion de E. coli

La transformacion de E. coli se llevd a cabo utilizando células competentes de las cepas TGl y
BL21(DE3) pLyS segln el caso. El método utilizado fue el del choque térmico. Se mezclaron en un tubo
eppendorf 100 pl de células competentes con 20 pl de mezcla de ligacion. La mezcla se incub6 durante 15
minutos en hielo. Las células se sometieron a un choque térmico por 3 minutos a 37 °C en un termoblock.
Después se incubaron por 2 minutos en hielo. Se agregaron 900 pl de medio LB al tubo y se incubd durante 45
minutos a 37 °C. Se sembraron 100 pl en una caja Petri con el antibidtico correspondiente. Por ultimo se

incubaron las cajas a una temperatura de 37°C “overnight”.

3.5.9 Seleccion de transformantes de E. coli. “Rusconi lisis”

La seleccion de las células transformadas de E. coli fue llevada a cabo por medio de Rusconi lisis, que es
un método rapido de seleccion. Una vez crecidas las transformantes es necesario escoger aquellas que contengan
el plasmido ligado con el inserto, y debido al rendimiento del proceso algunas veces las transformantes solo
contienen el plasmido sin inserto. En el caso de la transformacion con pGEMT-Easy existen controles precisos
por lo que no se presenta con facilidad una transformacion con el plasmido sin inserto pues es detectada por la
coloracion azul de las colonias. La lisis por el método de rusconi se lleva a cabo con las colonias obtenidas
después de la transformacion. Se recoge la mitad de la colonia con un palillo y se siembra en una caja nueva, la
otra mitad se mezcla con 12 pl de solucién rusconi ( 5 mg de lisozima, Iml de EDTA (250mM, pH 8), 250 pl de
TrisHCI (1 M pH 7.5), 100 ul de RNAsa A (10 mg/ml), i ml de glicerol 100%, 5 mg de azul de bromofenol
(0.05%), Aforado a 10 ml), en un tubo eppendorf, se agregan 2 pl de una solucion saturada de fenol/cloroformo,
se mezcla por agitacion en vortex, la mezcla se centrifuga durante 5 minutos a 13000 rpm. Se corren 8 pl de la
mezcla en un gel de agarosa, sin bromuro de etidio. Se agrega el bromuro de etidio después de correr el gel.
Como control se utiliza 1 pl de plasmido puro. Las bandas por encima del control son las colonias que deben de

€5cogerse.

3.5.10 Aislamiento de plasmidos

El ADN plasmidico fue aislado por medio de minipreps. Las minipreps se llevaron a cabo con el kit

“Wizard Plus SV Miniprep DNA purification System” de Promega Inc. Siguiendo las especificaciones del
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fabricante. Después del aislamiento, las muestras fueron checadas en un gel de agarosa al 1%. Se almacenaron a

una temperatura de -20 °C.

3.5.11 Induccion de E. coli BL21(DE3)pLysS.

La sobre-expresion de RIPSC fue llevada a cabo en el sistema de expresion pET3a con células de E. coli
BL21 DE3 pLysS, dicho sistema es inducible por medio de IPTG. La induccion fue llevada a cabo sobre células
transformadas con [pET3a-ripsc]. Las células transformadas se precultivaron en 20 ml de medio LB con el
antibidtico correspondiente a 37°C, “overnight”. Los 20 ml del precultivo fueron utilizados para inocular 600 ml
de medio LB con el antibidtico correspondiente. Después de la inoculacion se incubd a 37°C y se monitoreo la
densidad oOptica hasta alcanzar un valor de 0.8. Una vez alcanzada la densidad Optica necesaria, se agregaron 6 ml
de una solucién stock de IPTG 100 mM (0.0238 g/ ml) para tener una concentracion final de 1 mM de IPTG. El
cultivo se incubd durante 4 horas. Al terminé de las 4 horas se recogi6 el pellet por medio de centrifugacion. El

pellet se almacen6 a una temperatura de -20°C hasta su uso ( no mas de 5 dias).

3.5.12 Transformacion de Streptomyces

Las transformaciones hechas para Streptomyces se realizaron por medio de la fusion de protoplastos. Los
protoplastos conservados a una temperatura de -80°C se descongelan en un bafio de agua a temperatura ambiente.
Se pipetean 200 pl de la suspension de protoplastos en un tubo eppendorf. Se adicionan 10 pl de ADN plasmidico
y se mezcla por medio de pipeteo. Inmediatamente se agrega 500 pl de una solucidon de polietilenglicol 600 al
35% esterilizada previamente por filtracion, se mezcla nuevamente por pipeteo. La mezcla se incuba durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se inoculan cajas con agar R2. Las cajas se incuban a una temperatura de 27°C
durante 24 horas para la regeneracion de los protoplastos. Después de las 24 horas se agrega 1 ml de soluciéon de

antibidtico a las cajas y se dejan crecer.

3.6 Manipulacién de ARN
3.6.1 Aislamiento de ARN de S. coelicolor

Con la finalidad de estudiar la expresion de RIPSC nativa, se aisld ARN de S. coelicolor . El aislamiento
de ARN se llevo a cabo en diferentes tiempos de cultivo tal como se describe en la seccion de resultados. El
pellet celular obtenido después de la centrifugacion (10 min., 8000 x g, 4°C) de 50 ml de cultivo fue tratado con 2
ml de RNAprotect (Qiagen) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después las células fueron lisadas de
acuerdo con el proceso de aislamiento de ARN descrito por Kieser et al.. (2000) usando perlas de vidrio para la
homogeneizacion de la masa celular en la presencia de mezcla modificante Kirby ( 6% N-lauroyl sarcosine, 6%

sodium 4-aminosalicylato, 6% fenol pH 8, todo hecho en 50mM de Tris.HCI pH 8.3). Después de la extraccion
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fenol/cloroformo (1:1, pH 8), los 4cidos nucleicos fueron precipitados con 1 volumen de isopropanol y 1/10
volumenes de NaOAc, pH 6 y 3M por un tiempo de 10 minutos a una temperatura de -20 °C. Las muestras fueron
centrifugadas (10 min., 12 000 x g, 4°C), los pellets resultantes fueron lavados con etanol al 80% y secados en un
termoblock. Para una mejor purificacion se llevo a cabo el proceso descrito por el kit provisto por Qiagen
“RNeasy mini kit”. Para asegurar la ausencia completa de ADN en las muestras, se incluy6 un tratamiento con
DNasas (Qiagen). Finalmente, el ARN total fue eluido dos veces con 50 pl de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). La calidad de las muestras de ARN obtenidas fue analizada por medio de separacion
en un gel de agarosa- formaldehido al 1.3%. La concentracion y pureza del ARN fueron determinadas por medio

de la medicion de la densidad optica (ODyg) y el promedio OD,40/ODyg, respectivamente.

3.6.2 PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR)

La reaccion RT-PCR fue llevada a cabo utilizando el sistema RT-PCR de Promega tal como lo
especifica el proveedor. El programa utilizado para la reaccion fue: 45 minutos a 48°C para la transcripcion
reversa; 2 minutos a 94°C para la desnaturalizacion; (30 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, 2 minutos a 72 °C)
x 40 ciclos para la extension; y 5 minutos a 72°C para la extension final. Se agregd 1 pg de ARN a la mezcla de
PCR (50 pl), dicha mezcla contenia la concentracion final siguiente: 1 x AMV/THl buffer de reacion, 0.2 mM
mezcla de dNTPs, 0.5 uM de cada uno de los primers (forward y reverse), ImM de MgSO,, 10% DMSO, 0.1 U/
pul AMV transcriptasa reversa y 0.1 U/ ul Tfl ADN polimerasa.

3.7 Manipulacién de Proteina

3.7.1 Separacion de fracciones proteinicas solubles e insolubles

Para la separacion de las fracciones soluble e insoluble de las proteinas totales obtenidas durante la
induccion de RIPSC, se tomaron muestras de 1 ml del cultivo bacteriano resultante de la sobre-expresion bajo
induccion con IPTG, en diferentes tiempos, 2h, 3h y 4h. Las muestras fueron centrifugadas ( 3 minutos 10 000 x
g). Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en 57 pl ATRIT (10 % sucrosa, 50 mM Tris-HCI, pH 8), con la
adicion de 19 pl de solucion de lisozima (20 mg/ml), la mezcla se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después de la incubacion se agreg6 a la mezcla 76 pl of CTRIT (0.2 % Triton X-100, 50 mM EDTA,
50 mM Tris-HCI, pH 8). Las muestras fueron mezcladas con un vortex e incubadas durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Después las células se lisaron por medio de congelamiento (N, liquido) y
descongelamiento ( H,O a temperatura ambiente), las muestras obtenidas se centrifugaron durante 5 minutos a 10
000 x g. El sobrenadante, correspondiente a la fraccion soluble, fue mezclado con 25 pl de buffer de carga para
proteina y analizado por electroforesis SDS-PAGE. El pellet restante, i.e fraccion insoluble, fue lavado con 150

pl of BTRIT (25 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8), resuspendido en 167 ul de TRIT ( 3 vol. ATRIT, 1 vol.
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ATRIT and 4 vol. CTRIT) y mezclado con 33 pl de buffer de carga para proteina para el subsecuente analisis
con electroforesis SDS-PAGE.

3.7.2 Electroforesis SDS-PAGE y deteccion por Westernblot

Las fracciones proteinicas obtenidas de los extractos bacterianos fueron separadas por medio de
electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5% y tefiidas con azul brillante de Coomassie (CBB
por sus siglas en inglés), para poder ser visualizadas. Para confirmar la identidad de las bandas resultantes, se
corrio un gel de poliacrilamida con las muestras y después se transfirieron a una membrana PVDF (polivinilideno
difluoruro) que mas tarde se inmunodetectaron con anticuerpos anti-RIPSC. EI proceso de inmunodeteccion fue
llevado a cabo con anti-conejo IgG marcado con fosfatasa alcalina utilizando el método colorimétrico con

NBT/BCIP como sustratos (Roche diagnostics).

3.7.3 Preparacion de anticuerpos anti-RIPSC

RIPSC anti-suero fue obtenido con el crecimiento de conejos pfd:Hollander en contra de RIPSC
obtenida por electroelucion de la banda resultante de la purificacion de RIPSC. La muestra de la proteina
obtenida después de la electroelucion fue inyectada a los conejos, dos veces, con un intervalo de dos semanas.
Dos semanas tarde, la sangre de los conejos fue obtenida en una muestra. Después de la incubacion “overnight” a

4°C, el suero obtenido fue clareado por centrifugacion (5 minutos, 150 x g, 21°C).

3.7.4 Purificacion de RIPSC recombinante de E. coli

3.7.4.1 Purificacion de cuerpos de inclusion

El cultivo de 600 ml obtenido después de 4 horas de induccion fue centrifugado por 10 minutos a 10 000
rpm y a una temperatura de 4°C. El pellet obtenido fue resuspendido en 10 ml de buffer de sonicacion de cuerpos
de inclusion (25 mM Hepes, 100mM KCl, 12.5 mM MgCl,, 20% glycerol, 0.1% Nonidet P-40, ImM DTT, pH
7.7), ademas se agrego una tableta de inhibidor de proteasas libre de EDTA (Roche) y 500 pl de solucion de
lisozima (10 mg/ml). La mezcla fue incubada por 30 minutos en hielo. La suspension fue incubada nuevamente
durante 1 hora a una temperatura de -80°C. Después la muestra fue descongelada en un bafio de agua a
temperatura ambiente y sonicada 8 veces durante 15 segundos. Los cuerpos de inclusion fueron colectados de la
mezcla por medio de centrifugacion durante 10 minutos a 10 000 rpm a una temperatura de 4°C. El pellet
obtenido fue lavado con buffer RIPA (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate in TBS, 25 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl) y almacenado a na temperatura de -20°C hasta su uso.
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3.7.4.2 Renaturalizacion de RIPSC por “Quick gel filtration refolding”

Los cuerpos de inclusion obtenidos fueron disueltos en 10 ml de buffer de lisis (8M Urea, 20mM Tris-
HCI, 0.3M NaCl, ImM 2-mercaptoethanol, pH8) e incubados por 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion
constante. La suspension fue centrifugada a 10 000 rpm y 4°C por 10 min para eliminar posibles contaminantes.
El sobrenadante obtenido fue pasado a través de una columna de filtracion en gel PD-10 (GE Health care) pre-
equilibrada con buffer RIPSC (10 mM Tris-HCI, pH 7, en agua tratada con DEPC). La proteina RIPSC fue

eluida con el mismo buffer. Las muestras renaturalizadas fueron almacenadas a una temperatura de -20°C.

3.7.5 Purificacion de RIPSC recombinante de S. lividans

La purificacion de RIPSC extracelular obtenida después de la sobre-expresion en S. lividans fue
purificada por medio de cromatografia de afinidad con anticuerpos anti-RIPSC, 1 ml de cada muestra (24 h y
48h) fue mezclado con 250 pl de anticuerpos anti-RIPSC. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente
durante 30 minutos y con agitacion constante. Después de la incubacion se agregaron a la mezcla 500 ul de
protein A-agarosa (GE Health care). La mezcla obtenida fue transferida a una columna de polipropileno y agitada
durante 30 minutos en una mesa de agitacion. Después de la incubacion se obtuvo el primer flujo (flow-through)
y se lavo el resto con 5 ml de buffer RIPSC ( 10 mM TrisHCI pH 7.5). La proteina RIPSC fue eluida con 5 ml del
buffer de elusion A ( 50mM Glicina pH 2) en fracciones de | ml en tubos eppendorf conteniendo 50 pl de buffer
de elusion B ( 1 M TrisHCI pH 8). Después de la elusion las muestras obtenidas fueron analizadas por medio de

electroforesis SDS-PAGE y detectadas por medio de Westernblot tal y como se describe en apartados anteriores.

3.7.6 Pruebas de Actividad para RIPSC

3.7.6.1 In Vitro

Produccion de luciferasa en un sistema libre de células: RIPSC purificada fue probada con un ensayo de
inhibicion de la sintesis proteica. Para tal fin se utilizo el sistema de expresion libre de célula de reticulosito de
conejo (Promega). El experimento de inhibicion de la traduccion fue llevado a cabo tal como se describe en los
protocolos provistos por el comerciante. Para el ensayo se uso mRNA de luciferasa. Los productos de la
traduccion fueron detectados con el sistema no radiactivo de deteccion de Promega (Transcend non-radioactive
translation system) por medio de quimioluminiscencia. 35 pl de reticulosito de conejo fueron incubados durante
30 minutos a una temperatura de 30°C en la presencia de diferentes concentraciones de RIPSC purificada (500,
250 and 125 ng). Como control se utilizaron las mismas cantidades de buffer libre de RNasas (10 mM Tris-HCl
pH 7.5, 100 mM NaCl) o de agua libre de RNasas. Ademas a la mezcla se agregaron los siguientes componentes:
1 pl de mezcla completa deamino &cidos, inhibidor de ribonucleasas RNasin (40 U, Promega), 100 ng de mRNA
de luciferasa, 1.5 pl de Transcend tRNA y todo ajustado a un volumen de 50 pl con agua libre de RNasas.
Después de la iniciacion de la traduccion (30 minutos), las muestras fueron incubadas por 1 hora mas a una

temperatura de 30°C. Después de la incubacion las muestras fueron puestas en hielo para parar la reaccion. Para
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detectar los productos de la traduccion, se mezclaron 15 pl de buffer de carga para proteinas con 5 pl de la
mezcla de reaccion obtenida. Las muestra fueron cargadas en un gel SDS-PAGE 12.5% y después transferidas a
una membrana PVDF para poder ser tratadas seglin el protocolo del sistema de deteccion provisto por Promega.

Las bandas obtenidas fueron visualizadas en films de rayos X.

3.7.6.2 In Vivo

Ensayo de actividad antifiingica: La actividad antifingica de RIPSC purificada fue determinada con
un ensayo denominado “Inhibicion de crecimiento radial” con una adaptacion del método de Schlumbaum ef al.
(1986). Tres diferentes hongos patdgenos para plantas fueron sembrados en el centro de cajas con agar de cultivo
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa, 2% agar). Discos de papel, esterilizados previamente
fueron colocados cerca del centro en el que se sembraron los hongos. Sobre los discos de papel se agregaron 50
ng de RIPSC previamente esterilizada por filtracion con un filtro millipore (0.22-um, Millipore). Las cajas fueron
incubadas inmediatamente en la oscuridad y a temperatura ambiente hasta que se observd un crecimiento

considerable para poder apreciar la inhibicion del crecimiento radial debida a los discos colocados.

Ensayo de actividad antibacteriana: La actividad antibacteriana fue probada con una caja de
inhibicion total de crecimiento. Para el ensayo, las bacterias probadas fueron previamente cultivadas por 12 horas
a una temperatura de 37°C en medio LB liquido. Después, se tomo una muestra de cada cultivo con un asa de
acero estéril y se incub6 por medio de una linea en una caja de inhibicion total de crecimiento, preparada con
RIPSC. Para preparar la caja, se mezclaron 20 ml de agar LB con 100 pg de RIPSC purificada previamente
esterilizada por filtracion con un filtro millipore (0.22-um, Millipore). La caja inoculada con todas las bacterias
fue incubada a una temperatura de 37°C durante 12 horas. La actividad antibacteriana fue medida de acuerdo a la

inhibicion del crecimiento producida en las bacterias sembradas en la caja.

Ensayo de toxicidad en levaduras: Para probar la toxicidad de RIPSC sobre hongos, se construyo un
sistema de expresion inducible por galactosa en Saccharomyces cerevisiae. El sistema fue probado en dos cepas
diferentes W303-1A y BY4743. Para construir el sistema, se amplifico el gen ripsc de S. coelicolor por medio de
PCR utilizando los primers correspondientes (RIPY-FW y RIPY-RV), el fragmento obtenido se clono en
pGEMT-Easy, se verifico la secuencia. Después el plasmido obtenido pGEMT-Easy se digirié6 con las
endonucleasas correspondientes y se clond debajo del promotor inducible por galactosa (GAL) en el vector de
expresion de S. cerevisiae, pESC-His, el plasmido resultante pESC-His-ripsc fue utilizado para transformar a las
dos diferentes cepas de la levadura. La transformacion se llevo a cabo por medio del método de Gietz (2002).
Después de la transformacion las cepas fueron inoculadas en cajas con medio selectivo (SD-His 2% Glu) durante
3 dias. Después las colonias seleccionadas de entre las totales obtenidas se inocularon en medio liquido

(Rafinosa,-His) y se incubaron durante 2 dias. Los cultivos obtenidos fueron utilizados para el “spot test”. El
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mismo nimero de colonias transformadas y nativas fueron inoculadas en puntos en cajas de agar con galactosa

para inducir la expresion de RIPSC y asi medir la toxicidad sobre hongos.

3.8 Caracterizacion fenotipica de mutantes RIPSC de S. lividans

Con la finalidad de estudiar el efecto de la produccion RIPSC sobre S. lividans, se llevéd a cabo la
comparacion fenotipica de las transformantes con la cepa nativa. S. lividans TK24 plJ486vsirip y la cepa nativa
fueron precultivadas en 5 ml de medio phage por 48 horas. Después 100 pl del micelio homogeneizado fueron
usados para inocular cajas de agar MS y NB suplementadas con tiostreptona. Las cajas inoculadas fueron

incubadas a 27°C.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de supuesta RIP de S. coelicolor

4.1.1 Analisis de similitud entre RIPSC y RIPs conocidas

Analisis iniciales de BLAST mostraron que la secuencia aminoacida deducida del gen SC3A4.18 (RIP
de S. coelicolor) presentaba similitud sustancial con RIPs conocidas del tipo I. Consecuentemente, se realizaron
alineamientos de las secuencia aminoacida de RIPSC con algunas RIPs conocidas y bien caracterizadas, con el
objetivo de establecer comparacion (Fig. 12 ). Los datos arrojados en los alineamientos fueron similitudes de
22% con la cadena A de ricina, 23% con PAP (Pokeweed Antiviral Protein) y 30% con un grupo de isoformas de
RIPs tipo I provenientes de Muscari armeniacum (MU1, MU2, MU3). El alineamiento realizado con la cadena A
de la ricina revela que 7 de los 13 aminoacidos involucrados en el sitio activo (Tyr80, Tyr123, Ala 165, Glul77,
Ala 178, Argl80, Trp211, en la cadena A de la ricina) son conservados en RIPSC. Ademads la similitud de la
secuencia completa de RIPSC asi como la conservacion de los residuos tipicos implicados con un amplio rango

de RIPs del tipo I, sugiri6 fuertemente que RIPSC (RIP de S. coelicolor) podria poseer actividad funcional.
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Musarmin 3 (1) HRL | TFMLI 'AAAAGQGFE TV FTETLDAVTLNR TYT
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PAP (1) VNT | I 'NVGSTT = KYATFLN
Ricin (1) MVPK  'PI  FTTAGATVQSYTNFIR
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Musarmin 1 (105) IERLAGPV
Musarmin 3 (105) IERHAGSV
Musarmin 2 (105) IERL -GSV
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Fig.12 Alineamiento de secuencias aminoacidicas de RIPSC con musarmin 1, musarmin 2, musarmin 3, PAP (Pokeweed antiviral protein) y
ricina. Los alineamientos fueron llevado a cabo con Vector NTI. Los residuos idénticos son mostrados con letras blancas remarcadas con
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fondo negro. Los aminoacidos de RIPSC con homologia en el sitio activo de la ricina estan indicados con estrellas. Todas las secuencias
fueron obtenidas de la base de datos del NCBI.

Ademas del analisis de alineamiento realizado para la secuencia predicha, se determinaron propiedades
fisicas y quimicas con la ayuda de programas computacionales disponibles en la red (Protparam,

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html ), los datos obtenidos son los expuestos en la tabla 5.

Tabla 5. Propiedades fisico-quimicas predichas para RIPSC
Numero de aminoacidos 300

Peso Molecular (kDa) 32.67

Punto Isoeléctrico 9.22

Férmula C1a60H2258N4120421S9

Coeficiente de extincién (M cm™, medido | 39880

en agua a 280 nm)

Indice de Inestabilidad Tipo II, con valor 29.89, lo que la clasifica como estable
Indice Aliftico 83.26

4.1.2 Prediccion de la localizacién de la supuesta RIP de Streptomyces

Con la finalidad de predecir la localizacion subcelular de RIPSC, se echd mano de analisis
bioinformaticos, utilizando el programa SignalP 3.0 disponible en la red. Segun los datos obtenidos, la secuencia
de RIPSC contiene un péptido sefial en el extremo N-terminal que consta de 35 aminoacidos (fig. 13), la
presencia de dicho péptido sugiere que RIPSC es una proteina excretada naturalmente por S. coelicolor. El
péptido sefial predicho contiene los dominios caracteristicos en este tipo de secuencias (Dominios N, H y C),
ademas contiene un sitio tipico A-X-A de reconocimiento de la peptidasa sefial. El hecho de que RIPSC sea una
proteina excretada de manera natural, propone que la relevancia fisiologica de la proteina podria dar ventajas

nutricionales a S. coelicolor para protegerse de la competencia presente en su habitat.
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Figl3. Prediccion del péptido sefial presente en la secuencia de RIPSC, (SignalP 3.0). (Bendtsen et al.., 2004; Olof et al.., 2007)
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En la Figura 13, se muestra explicitamente la composicion del péptido senal presente en la secuencia
predicha para RIPSC, los parametros medidos son: C (“cleavage site”), que representa la ubicacion del sitio de
reconocimiento de la peptidasa sefal, este parametro resulta significativo solo si se obtienen valores altos en el
score; S (“signal peptide”), indica a los aminoacidos presentes en el péptido sefial; Y es el pardmetro que
correlaciona C y S, dando como resultado una mejor prediccion del sitio de reconocimiento de la peptidasa sefial.
Con los datos obtenidos, puede mostrarse claramente la presencia de un péptido sefial en la secuencia predicha

para RIPSC.

4.1.3 Organizaciéon genomica de RIPSC

El gen que codifica a la supuesta RIPSC fue localizado en el cosmido 3A4, cerca del final del
cromosoma lineal de S. coelicolor (Fig. 14 ). Como ha sido estudiado para el género Streptomyces, los genes mas
esenciales se encuentran situados en la region cromosdmica central por lo que se puede suponer que el gen que
codifica a la supuesta RIPSC podria no ser constitutivo. El final del cromosoma lineal entre el género
Streptomyces ha sido reportado como altamente variable lo que nos lleva a concluir que la presencia del gen ripsc

podria no ser detectable en algunos miembros del género.

6G3 SE24 1A2 D9 LB2 6F7 1H1 4G1 4B10
4Ca BAS 449 TE9 168 8FL1 203 Jad 8BL
Asel-A
8B1 8411 2H12 SH1 4G10 1068 SCIL BACL7AG 8G12 THY 10F4
944 102 TAL2 SF8 SHIL 6D11 BACI4ER BAC25F8 5F1 ZH2 4C2
Asel-A
42 BACL2CE SEO SE7 END
LA4 8D11 LOBSA u
—

Asel-A

Fig. 14 Mapa genomico del extremo final del cromosoma lineal de S. coelicolor

Ademas de la ubicacion del gen ripsc en el cromosoma de S. coelicolor, se determind la composicion y
naturaleza de los genes presentes alrededor, con la finalidad de determinar si podria tratarse de algiin operon.

Como se muestra en la figura 15, aparentemente y debido a la orientacion y posibles actividades, ninguno de
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estos genes se encuentran ligados entre si, por lo que se puede suponer que la presencia de RIPSC en S.

coelicolor no se encuentra en un operon.

[ 7077095 b [ 7Fo0596

SCOT0 a0 SCOTNRE
ECOF0aL ECOT09E
T T LS e

Fig. 15 Mapa gendmico. En rojo se muestra el gen ripsc y en gris los genes vecinos. El mapa fue obtenido de la base de datos de la NCBI.
SC07091: Proteina hipotética (Proteina implicada en el reconocimiento de carbohidratos), SC07090: Proteina de membrana, SC07093:
Regulador transcripcional, SC07094: Flavohemoproteina.

4.1.4 RIPs similares en diferentes cepas de Streptomyces

Como se ha mencionado anteriormente y tomando como referencia lo expuesto en cuanto a la
localizacion del gen ripsc en S. coelicolor, se podria sugerir que no todas las especies del género son productoras
de RIPs. De entre las especies de Estreptomicetes, S. scabies cuenta con la presencia de una secuencia con
similitud a la secuencia de las RIPs del tipo I de la misma manera que S. coelicolor. En la figura 16 se muestra el
alineamiento de las secuencias pertenecientes a S. scabies y S. coelicolor. Este alineamiento muestra que los
residuos mas importantes para el sitio activo, en referencia a la cadena A de la ricina mostrada en la figura 16,

son conservados en ambas secuencias. De cualquier manera el porcentaje de similitud es bajo (30%)).
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Fig. 16 Alineamiento entre la secuencia predicha para RIPSC y la secuencia con similitud presente en S. scabies. Los residuos importantes
para el sitio activo estan sefialados con estrellas. La referencia es la cadena A de la ricina. El alineamiento fue realizado con el programa
Vector NTI
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4.2 Aislamiento y sobre-expresion de la supuesta RIP de S. coelicolor en E. coli

La sobre-expresion del gen ripsc fue llevada a cabo en E. coli BL21(DE3)pLysS bajo el sistema pET
(Novagen), para lo cual el gen ripsc codificante para RIPSC madura (i.e. secuencia sin péptido sefial) fue
amplificado por PCR con los primers correspondientes (RIPSC-FW y RIPSC-RV) y conteniendo una cola de 6
histidinas en el extremo N-terminal, con la finalidad de facilitar la subsecuente purificacion. Después de la
amplificacion (pGEMT-Easy) y correspondiente digestion, el gen ripsc fue clonado en el plasmido de expresion

pET3a detras del promotor inducible T7 (pRIPSC).

El sistema de expresion utilizado (Fig 17) resulta factible para una proteina de naturaleza téxica como
RIP puesto que existe un buen control en la expresion. Las caracteristicas importantes del sistema son que la cepa
utilizada, E. coli BL21(DE3)pLysS, contiene el lisogeno del fago A DE3 que expresa el gen de la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUVS5, cuando se induce con IPTG. El plasmido pLysS
expresa constitutivamente niveles bajos de lisozima T7 que inhibe los niveles basales de la RNA polimerasa de
T7 vy, de este modo, reduce el nivel basal de expresion del gen clonado. Otras particularidades importantes de esta
cepa es la deficiencia en la proteasa dependiente de la ATPasa, que disminuye la degradacion de la proteina
recombinante expresada en la bacteria, y la ausencia del elemento lacZAMIS, requerido para el test de

complementacion a.

IPTG Induction IPTG Induction

E. coli RNA * T7 RNA
polymerase polymerase

17 gene 1 Target gene
u T7 RNA polymerase b

lac o
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E. coligenome

Fig 17. Sistema de expresion pET3a en E. coli BL21(DE3)pLysS

Utilizando el sistema de expresion antes descrito, se llevo a cabo la induccion con IPTG a una
concentracion de 1mM. Después de la induccion se tomaron muestras a los tiempos Oh, 2h y 4h. Las muestras
fueron fraccionadas, corridas en un gel de poliacrilamida 12.5% (SDS-PAGE) y analizadas en un Western-blot

con anti-His. Como se muestra en la figura 18 , la expresion de RIPS es eficiente, aunque solo esta presente en la
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fraccion insoluble. La produccion insoluble de RIPSC mostré el hecho de que ésta se localizaba en cuerpos de
inclusion, lo que a primera instancia resulta indeseable para los fines perseguidos, pues la formaciéon de cuerpos
de inclusion dificulta la purificacion, ademas de que imposibilita el uso de la proteina producida para los ensayos

de actividad pues ésta se encuentra desnaturalizada.

T=0 T=2 T=4
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Fig.18 A Muestras de células lisadas del cultivo de E. coli (BL21)DE3pLysS en diferentes tiempos de induccion con IPTG para la

produccion de RIPSC corridas en un gel SDS-PAGE 12 % tenido con colorante azul brillante de Coomassie. T=Total de células

lisadas, S=Fraccion proteica soluble, I=Fraccion proteica insoluble. Fig. 18B Analisis de Westerblot para las mismas muestras,
detectadas colorimétricamente con NBT/BCIP.

Debido a la necesidad de obtener RIPSC nativa y pura, se llevaron a cabo variaciones en los
experimentos con el objetivo de dirigir la obtencion de RIPSC en forma soluble. Las variaciones realizadas
fueron: el cambio de la cepa huésped (E. coli BL21(DE3)star, E. coli IM109(DE3), E. coli C43(DE3) and E. coli
DH5a), el decremento en la concentracion de IPTG en un rango ImM-0.1mM, y el decremento en la temperatura
de incubacion (27°C y 12°C). Los resultados obtenidos en cada experimento fueron negativos, la produccion total
fue obtenida en cuerpos de inclusion (fraccion insoluble), lo que indico la posible toxicidad de RIPSC para E. coli
considerando la naturaleza de las RIPs, para comprobar la hipétesis, un nuevo experimento de induccion fue
llevado a cabo, dicho experimento consistio en el monitoreo en la curva de crecimiento durante la induccion y la

comparacion de esta con el crecimiento de un cultivo sin induccion (Fig 19).
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Fig. 19 Curva de crecimiento para E. coli (BL21)DE3pLysS durante la induccién con IPTG 1mM durante la produccion de
RIPSC. La induccion fue realizada cuando se alcanz6 una densidad optica de 0.8 medida a 620 nm solo en uno de los cultivos (curva color
rosa). El momento de la induccion esta sefialado con una flecha. Las muestras fueron tomadas cada 30 min.
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El crecimiento de los cultivos fue medido por medio de espectrofotometria a 620 nm. La induccion fue

llevada a cabo cuando los cultivos alcanzaron una D.O. de 0.8. Como se observa en la figura 19, el cultivo

inducido muestra un abrupto decremento en el crecimiento a partir del momento de la induccion.

4.3 Purificacion de la supuesta RIP de S. coelicolor producida en E. coli

La formacion de cuerpos de inclusion representa una barrera para la eficiente y pronta purificacion,
ademas de que las proteinas obtenidas en esta forma son total o parcialmente inactivas pues se encuentran en su
mayoria desnaturalizadas, por lo que para efectos de estudios de actividad representa un obstdculo inminente.

Arduos esfuerzos fueron hechos en la obtencion y purificacion de RIPSC en forma nativa, sin resultado positivo.

Diversos protocolos de renaturalizacion de proteinas han sido descritos en la literatura como alternativa a
la formacion de cuerpos de inclusion y aunque no es la mejor alternativa; debido a la dificultad en la purificacion
de RIPSC, se opto por la renaturalizacion con el método “Quick gel filtration refolding”, descrito en la seccion

correspondiente (ver materiales y métodos). La mezcla parcialmente purificada (Fig. 20), se utilizé para los

ensayos de actividad in vitro.
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Fig. 20. Muestra de RIPSC parcialmente purificada y renaturalizada. Las muestras fueron renaturalizadas por medio del método “Quick
refolding gel filtration”. Para su deteccion fueron separadas en un gel de electroforesis para proteinas SDS-PAGE al 12% y tefiidas con azul
brillante coomassie. Carril 1: Buffer de lavado, Carril 2: primera elusion, Carril 3: segunda elusion.
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4.4 Expresion de RIPSC en S. lividans

La purificacion limitada de RIPSC producida por el sistema de expresion en E. coli condujo a la
busqueda de nuevas alternativas en la obtencion de RIPSC nativa. El problema principal con la expresion en E.
coli fue la formacion de cuerpos de inclusion debido a la naturaleza téxica de RIPSC. El sistema de expresion en
S. lividans posee la ventaja de la produccion extracelular de las proteinas sobre-expresadas, por tal razon se
implemento el uso de dicho sistema como alternativa a la obtencion de RIPSC bajo condiciones nativas para asi

lograr la purificacion eficiente.

Tal y como se observa en la figura 21, la expresion de RIPSC en el sistema de expresion de S. lividans
es detectable después de 48h, sin embargo es obtenida en muy bajas concentraciones, insuficientes para una

purificacion eficiente.
i

= RIPSC

*a‘? i
Fig. 21. Analisis de Westernblot para la produccion de RIPSC extracelular en condiciones nativas en S. /ividans. Las muestras fueron tomadas

después de 24 horas de produccion. Las proteinas del sobrenadante fueron precipitadas con TCA, corridas en un gel SDS-PAGE gel y
transferidas a una membrana de PVDF y detectadas con anti-RIPSC. Con una flecha se muestra la banda correspondiente a RIPSC.

4.5 Analisis de Actividad de RIPSC
4.5.1 Analisis In Vivo

Ensayos antibacterianos y antifingicos: Las actividades antibacterianas y antifungicas fueron probadas sobre
hongos y bacterias patogenos para plantas y humanos (Fusarium oxysporum, Trichoderma reesei, Aspergillus
niger, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Sarcinia
lutea and Bacillus subtillis). La técnica utilizada para medir la actividad sobre hongos fue la inhibicion de
crecimiento radial y para bacterias la inhibicién de crecimiento total. En el ensayo con hongos fueron agregados
50 pl y 25 pl en diferentes discos, como control se utilizo el buffer de RIPSC, para las bacterias se suplement6 el
agar de cultivo con 1 ml de RIPSC. En ninguno de los ensayos se obtuvo inhibicion alguna, como se observa en
la figura 22, el crecimiento de todas las bacterias probadas es normal al igual con Aspergillus niger que se tomo

como muestra representativa.
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Fig. 22 . Analisis antifiingico y antibacteriano in vivo de RIPSC. A) Inhibicion de crecimiento radial en Aspergillus Niger (Disco 1: Buffer de
RIPSC, Discos 2 y 3: 50 pg de RIPSC). B) Inhibicion de crecimiento total bacteriano. El analisis fue llevado a cabo en 6 diferentes bacterias,
el orden de izquierda a derecha es: S. aureus, S. epidermidis, Pseudomonas, E. coli, S. lutea, B. subtillis.

Toxicidad de RIPSC sobre levaduras: La toxicidad de RIPSC fue probada sobre Sacaromyces cereviciae en
dos cepas distintas W303-1A and BY4743 después de la induccién por galactosa en un test de puntos. Para el
ensayo RIPSC fue clonada en el vector de expresion pESC-His para levaduras detras del promotor inducible por
galactosa. Como control se utilizd glucosa por ser el represor del promotor. Segiin se observa en la fig 23.,
después de la induccion de la produccion de RIPSC con galactosa no se detecta crecimiento alguno en ninguna de
las cepas probadas, por lo que podemos concluir de este experimento que RIPSC esta siendo altamente activa en

levaduras.
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Fig. 23 . Test de toxicidad para levaduras. Después de la transformacion de las cepas con el vector de expresion conteniendo RIPSC, se
inocularon en un precultivo de Sml durante 24 h, a partir del precultivo las muestras se diluyeron y se sembraron en cajas en pequefios puntos,
cada punto es una dilucion distinta. A) Muetras sembradas en agar con glucosa (represor). B) Muestras sembradas en agar con galactosa
(Inductor). C=Control (transformante con el vector de expresion sin inserto). T= Transformantes.
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4.5.2 Analisis In Vitro

Produccion de luciferasa en un sistema libre de célula: La actividad enzimética de RIPSC recombinante fue en
primer lugar medida in Vitro por la inhibicion en la traduccion de luciferasa en el sistema de expresion de lisado
de reticulosito de conejo (Promega), dicho sistema contiene todos los componentes necesarios para llevar a cabo
la traduccion ( RNA templete, ribosomas, tRNA, mezcla de a.a). Para medir la capacidad inhibitoria de RIPSC en
la traduccion de luciferasa fueron adheridos 10 pl de la muestra parcialmente purificada a la mezcla de reaccion,
como control se utilizo6 la misma mezcla de reaccion con buffer de RIPSC (10 mM Tris-HCI, pH 7.5), con el fin
de descartar efectos por el buffer en el ensayo. Ademas todas las soluciones usadas fueron preparadas en

condiciones libres de RNAsas.

1 2 3 4

—
S

Fig 24. Deteccion por quemiluminiscencia de la inhibicion de la traduccion de luciferasa. Linea 1: Control (mezcla de reaccion son RNA
templete), Linea 2: Control (mezcla de reaccion sin ningun cambio), Linea 3: Inhibicion de la traduccion por el implemento de RIPSC
(mezcla de reaccion conteniendo 10 pl de RIPSC parcialmente purificada), Linea 4: Control (mezcla de reaccion conteniendo RIPSC buffer)

Como se observa en la figura 24, la produccion de luciferasa es disminuida significativamente cuando
RIPSC es agregada, de el experimento in Vitro se puede concluir que RIPSC tiene efecto sobre los ribosomas de

conejo.

4.6 Otros analisis

4.6.1 Analisis de Expresion de RIPSC nativa en S. coelicolor

La expresion de RIPSC nativa fue monitoreada a diferentes tiempos de crecimiento bajo la técnica de RT-PCR.
RNA total fue aislado bajo condiciones estandar a tres diferentes tiempos de crecimiento, 12 h 24 h y 48 h
analizados por PCR de transcriptasa reversa, las muestras fueron posteriormente separadas en un gel de agarosa-

formaldehido al 1.3 %. La expresion de RIPSC bajo condiciones normales de crecimiento no fue detectable..

4.6.2 Caracterizacion fenotipica de mutantes RIPSC de S. lividans

La caracterizacion fenotipica de las mutantes de S. /ividans fue llevada a cabo tal como se describe en
materiales y métodos. En la figura 25, se muestran los efectos fenotipicos dramaticos presentes en S. lividans

durante la expresion de RIPSC. En las figuras 25 A y B, se muestra la esporulacion retardada de la mutante en
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comparacion con la cepa control. Ademas, las mutantes RIPSC presentan crecimiento lento en comparacion con

la cepa parental.

b

i

Fig.25. Pruebas fenotipicas durante la produccion de RIPSC en S. /ividans. A Pigmentaciéon de la cepa nativa de S. coelicolor crecida en
medio R2. B Esporulacién de la cepa nativa de S. coelicolor crecida en medio MS. C Pigmentaciéon de la mutante de S. coelicolor
(plJ486RIPsc) crecida en medio R2. D Esporulacion de la mutante de S. coelicolor (plJ486RIPsc) crecida en medio MS.
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5. Discusion

Como es bien sabido, los Estreptromycetos son bacterias filamentosas Gram-positivas, responsables de
la produccién de un gran nimero de metabolitos secundarios con interés industrial, y con sistemas de expresion
muy bien desarrollados (Vallin et al.., 2005). Dentro del género el mejor caracterizado genéticamente es
Streptomyces coelicolor A 3(2), dicha cepa entro a la era post-genomica en el afio 2002 cuando la secuencia de su
genoma completo fue dado a conocer (Bentley et al. 2002), sin embargo actualmente se estan llevando a cabo
analisis funcionales de ORFS predichos. En nuestro caso, los experimentos llevados a cabo durante el presente
trabajo fueron realizados con la finalidad de estudiar un gen posiblemente ortdlogo de RIPs presente en S.
coelicolor particularmente, aunque se den evidencias de la presencia de posibles homologos en algunos otros

miembros del género.

Los analisis bioinformaticos, BLAST, del ORF SC3A4.18 de S. coelicolor, mostraron la presencia del
dominio RIP, consecuentes alineamientos realizados arrojaron similitud con RIPs conocidas del tipo I (Fig 12),
las similitudes obtenidas resultaron aparentemente bajas por lo que es necesario enfatizar la conservacion de 7 de
los residuos implicados en el sitio activo de la ricina (Munishkin et al., 1995). El grado de similitud con el sitio
activo de la ricina (RIP mejor conocida y caracterizada) en conjunto con la similitud en el dominio RIP
condujeron nuestro interés por el estudio de la actividad enzimatica. Para esto era necesario su produccion y
purificacion; sin embargo, la formacion de cuerpos de inclusion en la expresion de proteinas heterdlogas en E.
coli, representd un problema adicional por resolver. Y si bien esto es reflejado en el decremento del crecimiento
de las células transformadas, no lo es la caida abrupta como se muestra en la curva de crecimiento de E. coli
BL21(DE3)pLysS[pRIPSC] realizada (fig 19), lo que sugiere fuertemente la toxicidad de RIPSC para E. coli, sin
embargo la falta de un experimento directo que demuestre la inhibicion de los ribosomas de E. coli, en este

momento no nos permite asegurarlo.

Por otro lado, debido a la formacioén de cuerpos de inclusion, la purificacion de RIPSC representd un
reto, por lo que arduos esfuerzos fueron hechos asi como innumerables estrategias probadas sin éxito alguno,
tales como, cromatografia de afinidad con anticuerpos especificos anti-RIP, cromatografia de intercambio
cationico, cromatografia de filtracion en gel y purificacion nativa con las colas de histidina. De esta manera, y
para lograr la obtencion de RIPSC en forma nativa y una purificacion eficiente se implemento el sistema de
expresion heterologa extracelular de S. lividans que es un sistema disefiado para la excrecion de proteinas, pues
cuenta con un plasmido construido con un péptido sefal constitutivo, (pBSDKwvsi), lo que hace que al fusionar
RIPSC a este péptido sefial, ésta facilmente excretada al medio. El uso del sistema de expresion de S. lividans
nos permitié argumentar que al ser RIPSC excretada al medio, el aislamiento seria llevado a cabo facilmente,

pero tal como se muestra en los resultados (Fig 21) RIPSC fue detectada en muy baja concentracion, cantidad
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insuficiente para realizar una purificacion adecuada. El hecho de obtener una concentracion tan baja sugiere la
toxicidad de RIPSC para el hospedero, por lo que dentro de esta conclusion resulta importante mencionar que los
cultivos de las transformantes en S. /ividans presentaron un crecimiento menor a la cepa nativa, hecho que
refuerza la creencia de la toxicidad para el hospedero, aunque resultaria necesario un estudio mas detallado para

poder afirmar la propuesta.

Los fallidos intentos en la purificacion de RIPSC fueron la razén por la que se implemento la técnica de
renaturalizacion de proteinas descrita anteriormente. Las muestras obtenidas de la renaturalizacion (Fig. 20)
fueron utilizadas para llevar a cabo las pruebas de actividad. Los ensayos in Vivo llevados a cabo para probar las
actividades antifiingicas y antibacteriana resultaron totalmente negativos, hecho que se puede sostener debido a
que la proteina en cuestion, RIPSC, segun los andlisis bioinformaticos pertenece al tipo I de la clasificacion, lo
que imposibilita su absorcion por los hongos y bacterias. La toxicidad de RIPSC después de los experimentos
realizados y discutidos hasta este momento, no se encontraba dilucidada en su totalidad por los muchos
inconvenientes en la purificacion, por lo que se opt6 por la implementacion de un experimento de toxicidad en
levaduras, el experimento consistio en clonar el gen ripsc bajo un promotor inducible por galactosa, tal como se
observa en el reporte (Fig. 23.) la toxicidad de RIPSC determinada para levaduras es alta y detectable en dos
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae. Con este ultimo experimento se demostré que la incapacidad de
RIPSC en la inhibicion del crecimiento de hongos y bacterias es debido, como se argumentaba en un principio, a
la inhabilidad de la proteina para introducirse en los microorganismos probados, hecho que se podria resolver con
la fusion de alguna lectina especifica para la célula blanco que quiera ser tratada. Por otro lado, las muestras
parcialmente purificadas obtenidas después de la renaturalizacion (Fig 20), fueron utilizadas en el analisis de
actividad in vitro en el sistema de expresion libre de células de luciferasa con lisado de reticulosito de conejo,
dicho experimento ha sido utilizado como instrumento para determinar la actividad RIP (Barbieri et al., 2006;
Sharma et al.., 2004), los resultados muestran una clara inhibicion en la traduccion de luciferasa cuando se agrega
RIPSC (Fig 24 ), hecho que indica la clara inhibicion en los ribosomas directamente. Este experimento nos ayuda
a sugerir fuertemente que el decremento en el crecimiento sobre E. coli (Fig 19) es debido a la inhibicion de los
ribosomas por medio de la expresion de RIPSC. Nuestros resultados de actividad son comparables y de hecho
similares a los obtenidos por Sang y colaboradores (2002), puesto que para la saponina se observa actividad en

contra de los ribosomas aislados pero no asi sobre los hongos crecidos en cajas.

La expresion de RIPSC nativa en S. coelicolor fue probada con la reaccion transcriptasa reversa, RT-
PCR bajo las condiciones descritas en la seccion de materiales y métodos y bajo ninguna de las condiciones
estudiadas fue detectada la expresion nativa de RIPSC por lo que se sugiere que la expresion de RIPSC podria ser
llevada a cabo por medio de mecanismos de induccion, tal como sucede para algunas RIPs del tipo I (Iglesias ef
al, 2005). Tomando en cuenta la naturaleza de RIPSC y los reportes existentes hasta el momento podria

sugerirse que ésta es probablemente inducible por estrés bidtico, especificamente por algin patégeno, hecho que
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comprobaria la funcion de defensa de las RIPs propuesta hasta este momento. Por otro lado, resultaria interesante
la evaluacion de las condiciones bajo las cuales RIPSC es expresada pues hasta el momento, la funcién de este
tipo de proteinas no ha sido elucidada en ninguno de los organismos en los que se encuentran, y el hallazgo de las
condiciones para la expresion de RIPSC podria dar claves de su funcion en S. coelicolor. Ademas las condiciones
bajo las cuales se estudio la expresion solo incluyen la fase de crecimiento y no asi la idiofase, por lo que es

necesario desarrollar un experimento con nuevas condiciones para el estudio de la expresion nativa.

Las evidencias mostradas hasta el momento nos hacen concluir que la secuencia en el ORF SC3A4.18
de S. coelicolor codifica para una Proteina Inactivadora de Ribosomas con actividad presumible sobre ribosomas
procariontes y eucariontes. Es importante dejar claro que es necesario implementar nuevos experimentos para
estudiar el mecanismo de accion de RIPSC asi como su actividad en un amplio rango de organismos, ademas de
la continuidad en la bisqueda por mejores técnicas de purificacion con la finalidad de realizar estudios
estructurales y poder entender asi de una mejor manera su comportamiento, para ser capaces de proponer su uso

en aplicaciones en medicina o agricultura.

Hasta el momento las pruebas presentadas en el trabajo, corresponden a las propuestas en los reportes
existentes como imprescindibles para la demostracion de la presencia de una RIP en cualquier organismo. Los
ensayos in Vivo usados han sido utiles para estudiar la actividad antifungica y antibacteriana de RIPs como la
saponina y la ricina (Sang et al. 2002; Sharma et al.., 2004) y el ensayo In Vitro con el sistema de traduccion
libre de célula es, en todos los reportes de estudios de actividad, el mas concurrido (Sharma et al.., 2004;
Vandenbussche et al.., 2004; Van Damme et al.., 2000; Barbieri et al.., 2006). De tal manera, ante todas las
evidencias mostradas en el trabajo, se puede concluir que el gen SC3A4.18 (RIPSC) codifica una toxina del tipo
RIP en un Actinomiceto, lo que se traduce en un nuevo campo de investigacion para la especie mas importante,

hasta este momento, como modelo en la producciéon de metabolitos secundarios.

CONCLUSIONES

* El marco de lectura abierto SC3A4.18 de S. coelicolor codifica para una proteina tipo RIP activa; In

vitro sobre ribosomas de conejo e In vivo sobre Saccharomyces cerevisiae.

¢ RIPSC pertenece al Tipo 1 de las RIPs debido a su incapacidad de introducirse en la célula
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