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RESUMEN/ABSTRACT



“Quien no haya experimentado la irresistible
atraccion de la ciencia,
no podrd comprender su tirania.”

Frankenstein. Mary Shelley

Las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs), son enzimas con actividad N-glicosidasa que
acttan removiendo una adenina especifica de la subunidad mayor del ribosoma, interrumpiendo la
sintesis proteica y causando la muerte celular. El descubrimiento de las RIPs ha sido motivo de
multiples trabajos de investigacion que pretenden demostrar la funcion de este tipo de proteinas
en el organismo productor, dicha investigacion ha costado hasta ahora mas de 100 afios sin lograr
el esclarecimiento total del rol desempefiado por las RIPs. Por tal circunstancia aun sigue abierta la
posibilidad de proponer y demostrar hipotesis de su funcion. Ademas, aunque las RIPs son
caracteristicas de las plantas, actualmente existe un incremento constante en el hallazgo de
nuevas RIPs en diversos organismos que van desde bacterias hasta tejidos animales. Este hecho
hace necesaria la razon de su prevalencia y ubiquidad en la naturaleza. Por otro lado, la actividad
enzimatica tan especifica y letal de las RIPs, las hace ser atractivas en aplicaciones biotecnologicas
tanto en medicina como en agricultura pues con ellas pueden disefiarse inmunotoxinas y

conjugados en contra de células indeseables.

Por su parte, los actinomicetos son bacterias gram-positivas aisladas del suelo, con alta capacidad
en la sintesis de compuestos de interés industrial; su capacidad de produccion hace que la
busqueda de nuevos metabolitos en dicha especie sea blanco importante para la investigacion.
Recientemente, nuestro grupo encontré dentro del genoma de Streptomyces coelicolor un gen
con similitud a las RIPs de plantas. Este gen ha sido estudiado y caracterizado a lo largo del
presente trabajo. Los resultados obtenidos indican que el genoma de S. coelicolor codifica una
Proteina Inactivadora de los Ribosomas, denominada RIPsc, con actividad N-glicosidasa sobre
ribosomas procariontes y eucariontes. De manera adicional, también se ha analizado la posible
funcion de RIPsc para S. coelicolor por medio del estudio de su expresion en niveles de
transcripcion y traduccion. Y finalmente, se propone una estrategia novedosa para la aplicacion de
RIPsc en la agricultura por medio del disefio y produccion heterologa de conjugados especificos

contra diversos fitopatoégenos.
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“Anyone who has not experienced

the irresistible attraction of science,

"

cannot understand his tyranny.

Frankestein. Mary Shelley

Ribosome Inactivating Proteins are enzymes with N-glycosidase activity. They act by removing a
specific adenine from the major subunit of the ribosomes, thus preventing protein synthesis and
causing cell death. Their discovery stimulated to initiate many research projects looking for
example to identify the importance of these proteins for the producer organism. Despite many
efforts, the function of RIPs remains unclear. Due to that, several speculations and assumptions
appeared. Most RIPs have been found in plants, but also in various other organisms, from bacteria
to animal tissues, new RIPS have been and are still being detected. As such it remains intriguing to
find the reason for the prevalence and ubiquity of RIPs in nature. On the other hand, the lethal
and specific activity of RIPs is attractive for biotechnological applications in medicine and
agriculture. They can be used to develop immunotoxins and conjugates against specific targets as

pathogens and cancer cells.

Actinomycetes are Gram-positive soil bacteria. Several species are of major industrial importance
as they have the capacity to synthesize industrially interesting compounds such as antibiotics and
enzymes. As they have the capacity to produce many metabolites, new metabolites produced by
these species are still sought. Recently, our group found in Streptomyces coelicolor genome a gene
homologous to plant RIPs genes. This gene has been studied and characterized during the present
work. The results show that S. coelicolor genome encodes a type 1 ribosome inactivating protein,
nominated RIPsc, with N-glycosidase activity on both prokaryote and eukaryote ribosomes.
Additionally, we looked for the possible function of RIPsc by analyzing its expression at
transcription and translation level. Finally, we propose a novel strategy for RIPsc application to
agriculture by the design of a heterologous production of specific conjugates against different

phytopathogens
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INTRODUCCION



“Hermoso es lo que vemos.

Mas hermoso es lo que sabemos.
Pero mucho mds hermoso es

lo que no conocemos”

Niels Steensen

2.1 PROTEINAS INACTIVADORAS DE LOS RIBOSOMAS (RIPs)

Las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs) son proteinas con actividad N-glicosidasa
causantes de la liberacion de una adenina (A) de la estructura ribosomal, dicha actividad se lleva a
cabo, por medio de la escision de un enlace glicosidico (N-C) especifico presente en la region
conservada del ARN ribosomal (rARN) denominada horquilla sarcina/ricina (Sarcin-Ricin Loop o
SRL), ubicada en la subunidad grande de los ribosomas de todos los organismos (Figura 1). Esta
SRL es una estructura muy caracteristica del ribosoma, y resulta clave para su funcionalidad. El
nombre de esta region del rARN (SRL, sarcin/ricin loop), se debe a que ya que es el sitio de accion
de la ricina y la a-sarcina, dos de las toxinas mas potentes, tan potentes que incluso la primera ha
sido empleada en el disefio de armas bioldgicas (DaSilva et al., 2003). La actividad N-glicosidasa
de las RIPs sobre los ribosomas provoca su inactivacion con la consecuente pérdida de sintesis

proteica derivando en la muerte celular.

A X
GG G™"G
AC AG AC AG
u G u G
G A G A
AC C AC CA
UC GC UC GC
G C RIPs G C
u A - U A
G C G C
G C G C
G C G C
5 3 5' 3
Horquilla sarcina/ricina nativa Horquilla sarcina/ricina daifiada
por una RIP
NH
N—~>y | Adenina liberada
¢
Enlace Glicosidico (N-C) * N7 N
NH, 0
NS
N T,
& o, OH 5
1"0 N N/) T, o) oH
o RIPs
[0} OH
O OH o,

Figura 1. Actividad N-Glicosidasa de las RIPs sobre la horquilla sarcina/ricina de la sub-unidad mayor de los ribosomas.
(Figura modificada de Tor y Xie, 2009)
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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
accion de las RIPs es la inhibicion de la sintesis de proteinas de la célula sobre la que actlan, al ser
este corte suficiente ara impedir la union al ribosoma de factores esenciales en el proceso de
traduccién, 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 intencion de discernir el

modo por el que las RIPs son tan especificas.

Actualmente, las RIPs de plantas son las mejor caracterizadas debido a que fueron las primeras en
ser descubiertas. Sin embargo, existen reportes que demuestran su presencia en hongos, bacterias
y tejidos animales (Barbieri et al., 2001). La prevalencia de las RIPs en la naturaleza sugiere que
estas poseen un rol evolutivamente ventajoso para el organismo productor que justifica su
conservacion (Stirpe, 2004). Originalmente, las RIPs fueron clasificadas en tres grupos en base a
sus propiedades fisicas, tipo 1, 2 y 3. Las RIPs del tipo 1 son proteinas monoméricas de
aproximadamente 30 000 kDa con actividad N-glicosidasa, las RIPs del tipo 2 estan constituidas
por dos cadenas, la cadena A con actividad N-glicosidasa ligada a la cadena B con propiedades de
lectina y las del tipo 3 que son sintetizadas como precursores inactivos (proRIPs) y necesitan
procesos proteoliticos entre los aminoacidos que forman el sitio activo antes de tener actividad N-
glicosidasa (Hey et al., 1995). Sin embargo, debido a que una vez que son procesadas poseen la
misma capacidad enzimatica que las RIPs del tipo 1, se sugiere incluirlas en tal grupo, teniendo

finalmente dos grandes grupos RIPs del tipo 1 y RIPs del tipo 2 (Peumans et al., 2001). (Figura 2).
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ARN N-glicosidasa

RIP Tipo |

Cadena A

Cadena B

Lectina ARN N-glicosidasa

RIP Tipo 2

Figura 2. Clasificacion de las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs). (Figura modificada de Lu et al., 2004).

Una comparacion entre las secuencias de los tipos de RIPs revela fuerte similitud entre las RIPs del
tipo 1 con las cadenas A y 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. Lo anterior, sugiere que la preservacion de la region
central en la estructura de las RIPs es la responsable de la prevalencia de las actividades debidas a
esta zona entre todos los tipos de RIPs y presumiblemente las actividades que no se conservan son

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

La estructura cristalizada de la ricina fue la primera estructura tridimensional conocida de una RIP
(Figura 3). La ricina es una proteina globular, un heterodimero glicosilado unido por un sélo
enlace disulfuro. Aproximadamente, el 50% de la cadena A consiste de a-hélices y el otro 50% de
laminas B. 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 homologos. Cada dominio contiene

un sitio de unién de galactosa (Montfort et al., 1987).
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Fig. 3 Estructura terciaria de |a ricina. En rojo se muestra la cadena A, correspondiente al dominio N-glicosilasa, en azul
se muestra la cadena B, correspondiente al dominio lectina. Figura tomada de Yang et al., 2001

Hasta ahora, han sido reportadas las estructuras cristalizadas de al menos siete RIPs del tipo 1y
tres del tipo 2. En general, la estructura terciaria de diferentes RIPs es muy conservada, aunque
existen algunas diferencias, especialmente en la region carboxilo-terminal y en la superficie
estructural de las horquillas. Estas diferencias han sido propuestas como las responsables de las
distintas actividades enzimaticas reportadas para las RIPs, asi como de la especificidad que
presentan por algunos sustratos. Debido al descubrimiento de nuevas actividades enzimaticas de
las RIPs, se estan haciendo intensos esfuerzos en el estudio de las diferencias estructurales, con la

finalidad de encontrar evidencias de sus multiples funciones (Peumans et al., 2001).

La actividad enzimatica de las RIPs las hace ser consideradas como proteinas toxicas, hecho que
ha alentado su investigacion. La primera evidencia de la toxicidad de las RIPs fue descubierta con
la ricina, que es clasificada como una RIP del tipo 2. El descubrimiento de la ricina fue conducido
por el interés que generaba la alta toxicidad y efecto venenoso de las semillas de ricino (Ricinus
communis L.) asi como su ancestral uso en la medicina clasica de culturas como la egipcia y la
griega, pues era pre-escrita contra una gran variedad de enfermedades (Sandvig et al., 2000). Fue
entonces que durante los Gltimos afios de los 1880’s, el aleman Stillmark logré purificar el

compuesto toxico de las semillas de ricino dandole el nombre de ricina (Stillmark, 1888 y 1889).
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Mas tarde, en 1891, Paul Ehrlich basado en sus experimentos sugirié6 que existia un mecanismo
mediante el cual |a ricina se fijaba en las células que atacaba para poder realizar su actividad
enzimatica pero no logrd demostrarlo (Ehrlich, 1891). Finalmente en 1974, Olsnes vy
colaboradores probaron los argumentos de Ehrlich por medio de la separacion de los
componentes de la ricina, concluyendo que estaba formada por una cadena A con actividad RIP y
una cadena B con propiedades de lectina (Olsnes et al., 1974). Por otro lado y durante el auge de
la investigacion de las RIPs en 1970, se encontrd una proteina aislada de la planta Phytolacca
americana, que inhibia la trasmision de virus a otras plantas, dicha proteina fue nombrada PAP
(Pokeweed Antiviral Protein) debido a su origen y actividad. En 1983, Irvin demostré que la
proteina PAP tenia el mismo efecto que la ricina sobre los ribosomas pues los inactivaba e inhibia
la sintesis proteica. Durante su investigacion, Irvin también demostré que PAP estaba constituida
por una sola cadena con actividad RIP presentandose entonces la primer evidencia de una RIP tipo
1 (Irvin, 1983).

Respecto a la forma de entrada en la célula diana, la primera interaccion con la membrana externa
varia entre las RIPs. Por ejemplo, RIPs tipo 2 interactlan de forma especifica con restos de
galactosa (Agapov et al., 1997), y las de tipo 1 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 internacién, que ha sido
bien caracterizada para el caso de la ricina, se lleva a cabo mediante endocitosis, tanto
dependiente como independiente de clatrina. La clatrina es una proteina que recubre las vesiculas
formadas intracelularmente para mediar el transporte, llegando hasta el reticulo endoplasmico
donde, aprovechando el translocon, la subunidad catalitica entra al citoplasma y ejerce su
actividad toxica tras escapar del proteosoma (Figura 4) (Simpson et al., 1999; Sandvig y van
Deurs, 2002; Lord et al., 2003). La muerte celular se produce por apoptosis (Bolognesi et al.,
1996), en la que, segun los casos, hay mas factores implicados ademas de las caspasas (moléculas

inductoras de apoptosis) (Zhang et al., 2001).

20



Reticulo
endoplasmico

Golgi
Endosomas

o o0
[ ] ﬁ} < O —-
{:%Q @ Vo

4

trans

cis

nicleo

Y

=]
Membrana l /
plasmatica

Accion sobre el sustrato

. rERNA u otro
o rens i:%\u'es-ula_ { ) H muerte celular
C con ciafrina

por apoptosis

§ conconasa Oe"dcsorranpuvn

Ly, o-sarcina endesoma acido

W inhibidor de ribonucieasa

Figura 4. Representacion esquematica de los mecanismos de entrada de distintas proteinas citotoxicas en la célula
diana. Se muestran la ricina como ejemplo de RIP tipo Il (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 citosoélico, y la a-sarcina como RIP fungica. En los tres casos se da un proceso endocitico
aunque de distintas caracteristicas, especialmente en cuanto a la translocacion se refiere. Figura tomada de Simpson et
al., 1999.

Desde su descubrimiento se ha demostrado que la toxicidad de las RIPs varia de acuerdo al tipo al
que pertenezcan (Tabla 1). Tipicamente las RIPs del tipo 2 son altamente toxicas aunque se ha
reportado la existencia de RIPs del tipo 2 no toxicas (Girbés et al., 1993). La alta toxicidad de las
RIPs del tipo 2 se explica por la presencia de la cadena B; la cadena B posee propiedades de lectina
que le permiten anclarse a la superficie celular y facilitar la entrada en la célula, permitiendo
entonces que la cadena A acceda y lleve a cabo su actividad sobre los ribosomas (Sandvig et al.,
2000). El modo de acciéon de las RIPs del tipo 2 respalda la hipdtesis que argumenta su
participacion en mecanismos de defensa para el organismo productor. En contraste, las RIPs del
tipo 1, que son las mas abundantes en la naturaleza (Barbieri et al., 1993), no poseen cadena B
que facilite su acceso a las células haciendo que el mecanismo sea mas complejo. Como
consecuencia, la toxicidad de las RIPs del tipo 1 puede considerarse de un nivel bajo en
comparacion con las RIPs del tipo 2. Sin embargo, este hecho solo puede afirmarse mientras no
logren entrar porque una vez dentro de la célula su toxicidad es alta. La complejidad del proceso

de penetracion de las RIPs del tipo 1 contradice la hipotesis de defensa que se ha argumentado
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para la funcion de las RIPs, sugiriendo que es necesario proponer nuevos argumentos con respecto
a la funcion de este tipo de proteinas en los organismos productores. La apoptosis es el
mecanismo propuesto y mas aceptado para la presencia de RIPs del tipo 1 en los organismos
(Narayanan et al., 2005) esto basado en reportes que respaldan dicha hipétesis, tales como el
hallazgo de que la cadena A de la Shiga toxina (RIP bacetriana del tipo 2 encontrada en Shigella
dysenteriae), induce la apoptosis de las células tratadas (Brigotti et al., 2002). De cualquier
manera, resulta evidente que es necesario ampliar la investigacion acerca del rol fisiologico de las
RIPs para demostrar la importancia de su conservacion y amplia distribucion en la naturaleza.
Tabla 1. Toxicidad de las RIPs segUn tipo

Peso Inhibicién en sintesis proteica Toxicidad para
Estructura molecular ([ SAT1)) ratones

(LDs,", mg/Kg)

Libre de célula® Células HeLa

Tipol Una cadena 26-32 <0.01-4.0 170->3300 0.95-44
Tipo Il Dos cadenas 60-65 43-88 0.0003-1.7 0.0017-0.008
Tbxicas
Tipo Il Dos cadenas 56-63 0.6—>100 0.54—->15,000 1,4—->40
No-Tébxicas

a. Concentracién 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

Ademas del interés en el rol fisiologico de las RIPs y debido al conocimiento existente en relacion a
su actividad y mecanismo de accion, se han desarrollado aplicaciones biotecnoldgicas Utiles en
diversos campos como la medicina y la agricultura. Un ejemplo del uso practico que se le ha dado
a las RIPs en la medicina es la molécula conjugada de la gelonina, una RIP del tipo 1 aislada de la
planta Gelonium multiflorum , con la concavalina A, aislada de la planta Canavalia ensiformis con el
objetivo de hacer que la gelonina sea especifica y activa contra células cancerigenas (Stirpe et al.,
1980). Ademas actualmente diversos grupos de investigacion se encuentran desarrollando
inmunotoxinas y conjugados de RIPs en contra de células infectadas con VIH o cancer. (Parikh et
al., 2004, Pang et al., 2011). Por otro lado, en la agricultura las RIPs han sido usadas en la
produccion de plantas transgénicas para hacerlas resistentes a algunas plagas, tal es el ejemplo del

trigo modificado con una RIP denominada RIP30 proveniente de la cebada (Bieri et al., 2000).

Hoy en dia, los procesos tecnolbgicos tienen como cometido encontrar métodos limpios y

amigables con el medio ambiente (Kemp and Volpi, 2008). La biotecnologia moderna ofrece
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estrategias nuevas y ventajosas para lograrlo ademas de utilizar procesos industriales mas baratos.
Dentro de los microorganismos utilizados en los procesos industriales en los que la biotecnologia
participa, existe un grupo de bacterias gram-positivas denominadas Streptomyces responsables
de la produccion de al menos el 50% de las sustancias comerciales biol6gicamente activas, tales
como antibidticos (Dyson, 2011). Ademas son consideradas como organismos atractivos en la
produccion a gran escala de proteinas recombinantes puesto que poseen la gran capacidad de
secretar al medio las proteinas que producen aparte de que se cuenta con parametros bien
establecidos para su manipulacion genética y fermentacion (Anné et al., 2011). Recientemente,
nuestro grupo de investigacion se ha interesado en el estudio de la presencia de una Proteina
Inactivadora de los Ribosomas (RIP) activa en Streptomyces coelicolor (Reyes et al., 2010),
abriendo asi la posibilidad de ampliar la investigacion de la funcion y aplicacion biotecnolégica de

una nueva RIP.

2.2 LAS RIPs Y SUS DIFERENTES ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Oficialmente, la actividad enzimatica de las RIPs es la de rARN N-glicosidasa (rARN N-
glicohidrolasa, EC 3.2.2.22) desde que Endo y colaboradores demostraron que las RIPs removian
selectivamente un residuo de adenina del rARN (Endo et al., 1987). Mas tarde y con algunos
experimentos, se ha demostrado que algunas RIPs remueven mas de un residuo de adenina por
ribosoma (Barbieri et al., 1994). Ademas se ha reportado que todas las RIPs son capaces de
remover adeninas no solo del rARN sino de también del ADN (Barbieri et al., 1997), de poliA
(Barbieri et al., 1994), de ARN desnudo (Endo et al., 1991), y de mARN encapsulado (Hudak et
al., 2000). Debido a la habilidad de remover residuos de adenina de diferentes sustratos algunas
veces a las RIPs también se les denomina como polinucleétido adenin glicosidasas (Barbieri et al.,

1993).

Gracias al analisis de las RIPs mas estudiadas y consideradas como modelo, ricina del tipo 2 y PAP
del tipo 1, el mecanismo de acciéon de ambos tipos de RIPs ha sido caracterizado y entendido.
Acerca de las RIPs del tipo 1 se demostré que PAP actlia removiendo una adenina que ocasiona la
pérdida de interaccion de los factores de elongacion EF-1 y EF-2, bloqueando asi la sintesis
proteica en el paso de la translocacion (Gessner et al., 1980). De manera mas especifica, se cree
que PAP inhibe la union del EF-1 dependiente de amino-aciltRNA al sitio aceptor (sitio A del
ribosoma) y EF-1 mediada por la hidrdlisis de GTP. De la misma manera PAP inhibe la formacion

del complejo EF-2-GDP-ribosoma y estimula la hidrdlisis del ribosoma dependiente de GTP (lrvin,
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1995). Debido a dichas evidencias se sugiere entonces que PAP causa dafos al ribosoma en el sitio
en el que se unen los dos factores de elongacion, inhibiendo el paso de la elongacion de la sintesis
proteica. La union del EF-2 y la hidrdlisis del complejo GTP-EF-2 son necesarios para la
translocacion de los péptidos recién elongados del sitio A del ribosoma al sitio P (Holmberg et al.,
1994). Por lo tanto, un efecto importante de PAP en la sintesis de proteinas es la inhibicion de la
reaccion de translocacion mediada por EF-2. Por otro lado, Osborn y Harley mostraron que
ribosomas tratados con ricina fueron capaces de formar solo un dipéptido N-terminal Met-Val
aportando evidencias que sustentan que el paso inhibido por la ricina es el paso de la translocacion
proteica (Osborn y Hartley, 1990). Ademas, la inhibicion de la translocacion por parte de la ricina
y PAP fue apoyada por la observacion de que el factor de elongacién EF-G de Escherichia coli,
equivalente al factor de elongacion EF-2, actué como protector para los ribosomas expuestos a la
accion de una RIP proveniente de semillas de Croton tiglium, denominada crotina 2 (Alegre et al.,
1996) sugiriendo asi que el sitio de unién de EF-G en el ribosoma se superpone con el sitio de
accion de las RIPs (Wang et al., 2000). Investigaciones actuales con respecto al mecanismo de
accion de la RIPs, sefalan que el dominio C-terminal de las proteinas que componen el tallo
ribosomal pueden unirse a la cadena A de la ricina en lugar de unirse al factor de elongacion EF-2,
hecho que favorece que la ricina sea acercada mas facilmente al bucle sarcina-ricina y efectué asi

su accion (Xiao-Ping et al., 2009).

Comulnmente, las actividades enzimaticas de las RIPs afectan ADN o ARN, actuando como N-
glicosidasas, hecho que fue demostrado por primera vez por Endo y colaboradores, pues
localizaron el sitio especifico en el ARN ribosomal en el que la adenina es liberada, dicho sitio fue
denominado bucle sarcina-ricina. Por otro lado, identificaron el residuo especifico de adenina,
A4324, liberado por las RIPs en el rARN de higado de rata. Ademas constataron que debido a la
remocion de la adenina especifica en los ribosomas, un fragmento del rARN puede ser liberado
debido a la inestabilidad estructural provocada. Aprovechando tal hecho, el mismo grupo de
investigacion desarroll6 una técnica experimental para demostrar el efecto de las RIPs en el
ribosoma atacado. Cuando el residuo de adenina es liberado por la accion de una RIP, el sitio de-
adenilado (o sitio sin base) se vuelve inestable y puede ocurrir una reaccién de g eliminacion en el
extremo 3’del rARN. Al tratar el rARN afectado con anilina acida, el fragmento de rARN liberado
puede facilmente ser detectado por medio de electroforesis (Figura 5). Al fragmento liberado por

la accién de la anilina acida se le denomina fragmento Endo (Peumans et al., 2001).
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Fig. 5 Fragmentos Endo obtenidos después del tratamiento con anilina acida del rARN de higado de rata después de la
accion de curcina, una RIP del tipo 1. Los fragmentos endo se encuentran sefialados con la flecha (Lin et al., 2003).

Hasta el momento, todas las RIPs probadas han demostrado tener la accion N-glicosidasa en el
sitio especifico descrito por Endo y colaboradores, aunque se ha demostrado que la toxicidad de
las RIPs es dependiente del sustrato. Por ejemplo, la ricina muestra alta toxicidad sobre ribosomas
de mamifero pero no tiene efecto sobre ribosomas de plantas ni de E. coli. Por otro lado, PAP tiene
un espectro de toxicidad mas amplio puesto que actia sobre ribosomas de plantas, bacterias,

levaduras y animales (Barbieri et al, 1993).

Por otro lado, aun cuando las RIPs actian de manera preferente sobre ribosomas, existen
evidencias que demuestran que también actdan sobre rARN desnudo con la misma actividad N-
glicosidasa (Endo et al., 1991). Ademas algunas RIPs son capaces de de-adenilar rARN desnudo de
manera mas eficiente y distinta al sustrato que cominmente atacan. La cadena A de la ricina es
capaz de actuar sobre rARN 23S desnudo de E. coli pero incapaz de hacerlo sobre sus ribosomas
intactos (Peumans et al., 2001). La accién de las RIPs sobre rARN desnudo condujo a la hipotesis
de su accion sobre otros sustratos, por lo que Zamboni y colaboradores desarrollaron un método
de deteccion basado en HPLC y fluorescencia para cuantificar la cantidad de adenina liberada por
la accion de una RIP (Zamboni et al., 1989). Por medio de éste método se demostrd que algunas
RIPs removian mas de una adenina de los ribosomas atacados (Barbieri et al., 1997), se probaron
52 RIPs diferentes y se evidencié que todas actian sobre ADN de esperma de arenque y sobre
poly(A) ademas de rARN, de las RIPs probada solo un tercio mostré actividad contra TMV ARN

(ARN del Mosaico Viral de Tabaco, por lo que la accién antiviral no puede ser generalizada),
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(Barbieri et al., 1997), todos los descubrimientos acerca de la actividad N-glicosidasa de las RIPs

sobre diferentes sustratos apoyan su denominacién como polinucleotido adenosin glicosidasas.

Existen evidencias que demuestran que el tratamiento de ribosomas de rata con ricina no solo
escinde una adenina sino que ademas remueve la guanina 4323 (Ggs,3) del bucle sarcina-ricina
(Endo et al., 1987). También en 1999, Rajamohan y colaboradores demostraron por medio de una
técnica cuantitativa por HPLC que PAP recombinante libera un residuo de guanina del rARN de E.
coli (Rajamohan et al., 1999). De cualquier manera como esta propiedad solo ha sido demostrada
para la ricina y PAP, no puede extrapolarse a todas las RIPs (Peumans et al., 2001).
Adicionalmente a las actividades clasicas, también se han demostrado actividades novedosas de
algunas RIPs tales como actividad quitinasa (Remi et al., 1997), actividad fosfatasa sobre lipidos

(Helmy et al., 1999), y actividad fosfatasa sobre nucledtidos (Chen et al., 1996).

2.3 DISTRIBUCION DE LAS RIPs EN LA NATURALEZA.

A partir del descubrimiento de la ricina en semillas y debido a sus propiedades médicas y
agroquimicas, la comunidad cientifica se enfoc6 en la blusqueda de nuevas RIPs en diferentes
plantas. Por esta razén, las RIPs provenientes de este reino son las mejor estudiadas,
caracterizadas y entendidas. Sin embargo, en reportes recientes se ha revelado la amplia
distribucion de las RIPs no solo entre las plantas sino también entre hongos, bacterias e inclusive

en tejido de mamifero (Girbés et al., 2004).

Las RIPs del tipo 1 son las mas abundantes en las plantas (Barbieri et al., 1993). En cada planta se
han encontrado en diferentes concentraciones y también ha sido demostrada su presencia en
plantas consideradas como no toéxicas (Ishizaki et al., 202; Barbieri et al., 2006 ); ademas existe
una amplia distribucion en las diferentes partes de la planta que las produce pues pueden estar
presentes en las hojas, en las semillas, en la raiz, en las frutas, en el tallo o en las flores (Girbés et
al., 2004). También se han encontrado varios tipos de RIPs co-existiendo en la misma planta, por
ejemplo en plantas como Sambucus spp., (Ferreras et al., 2000), Cinnamomum camphora (Ling et
al., 1995) elris hollandica (Van Damme et al., 1997), se han encontrado RIPs del tipo 1 y RIPs del
tipo 2. En cuanto a las RIPs encontradas en hongos y bacterias no existen reportes que
demuestren co-existencia de diferentes tipos en un solo organismo. Dentro de las RIPs del tipo 2,
solo un pequefio nimero ha sido purificado y caracterizado (aproximadamente 40) tales RIPs
fueron aisladas de un grupo pequefio y limitado de plantas pertenecientes solo a 13 géneros

(Ricinus communis, Abrus sp., Adenia sp., Cinnamomum camphora, Sambucus sp., Viscum sp.,
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Momordica charantia, Trichosanthes sp., Bryonia dioica, Panax ginseng, Ximenia americana, Iris
hollandica, y Polygonatum multiflorum) por lo que se cree que las RIPs del tipo 2 se encuentran
distribuidas entre las plantas con flores (Peumans et al., 2010), a este respecto, Girbés y

colaboradores han realizado una lista actualizada de todas las RIPs conocidas (Girbés et al., 2004).

De acuerdo con Peumans y Van Damme (2010), todas las evidencias sugieren que un ancestro de
las semillas modernas de plantas fue el responsable de desarrollar el dominio RIP por lo menos
hace unos 300 millones de afios. Este dominio RIP ancestral dio origen a un linaje directo de RIPs
de tipo 1 todavia presentes en varias monocotiledoneas y al menos una dicotiledénea. Mas tarde
alguna planta fue capaz de fusionar de manera exitosa su dominio RIP con un dominio lectina
adquirido de alguna bacteria. El ancestro resultante de las RIPs del tipo 2 ha dado lugar al
desarrollo de todas las RIPs del tipo 2 conocidas hasta ahora. Por otra parte se sugiere, que por
medio de la eliminacion de dominios aparecieron diferentes lineas de RIPs del tipo 1 “secundarias”
y los dominios simples tipo lectina y que el origen del dominio RIP bacteriano no fue desarrollado
propiamente por las bacterias sino adquirido por medio de una transferencia multiple de genes

desde las plantas (Peumans et al., 2010).

2.4 RIPs DE BACTERIAS

Entre todos los organismos en los que se ha demostrado la presencia de proteinas RIP, las
bacterias también estan incluidas, aunque resulta ser un campo aun novedoso puesto que solo han
sido reportadas 2 RIPs bacterianas, dichas RIPs son producidas por Escherichia coli y Shigella
dysenteriae (Reisbig et al., 1981; Obrig et al., 1997 ). Las producidas por E. coli y S. dysenteriae
han sido denominadas Shiga toxina y Shiga-tipo toxina respectivamente, ambas pertenecen al tipo
2 de la clasificacion de las RIPs (Sandvig et al., 1993; Obrig et al., 1997) y son responsables de
enfermedades como sindrome urémico hemolitico, anemia hemolitica microangiopatica, falla
renal y en algunos casos de sintomas neuroldgicos (Paton et al., 1998). Las Shiga toxinas atacan a
las células provocando su muerte es a través del anclaje a la superficie celular que les permite ser
transportadas por endocitosis, una vez dentro del citosol su dominio enzimatico activo inhibe la

sintesis proteica y mata a la célula (Falnes et al., 2000).

Las Shiga toxinas estas formadas por dos componentes, una cadena A con actividad N-glicosidasa
y una cadena B con propiedades de lectina. El fragmento A consta de dos sub-unidades unidas por
un puente disulfuro y es el responsable de la inhibicion de la sintesis proteica por medio de la

escision de una adenina de la sub-unidad mayor del ribosoma, tal como actuan todas las RIPs. El
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fragmento B corresponde al dominio que se une a la superficie celular y esta construido por medio
de cinco sub-unidades idénticas que son capaces de unirse a receptores glicolipidos de la

superficie celular (Figura 6) (Sandvig, 2001).

Ricin

(L ———— Shiga toxin
S
1 A
E—

Al fragment

binding site

Fig. 6 Diferencias estructurales de dos RIPs del tipo 2. A. Estructura de la ricina, RIP del tipo 2 proveniente de Ricinus
communis, planta toxica. B. Estructura de Shiga toxina, RIP del tipo 2 proveniente de Escherichia coli, bacteria patégena.
Figura tomada de Reyes et al., 2012

Las Shiga toxinas estan clasificadas en dos grandes tipos, las Stx1 y las Stx2. Ambos tipos poseen
una estructura similar pero presentan diferencias en la secuencia codificante de la cadena A. Las
del tipo 1 o Stx1 contienen 315 aminoacidos mientras que las del tipo 2 o Stx2 contienen 318
aminoacidos, hecho por medio del cual se pretende explicar la diferencia en sus propiedades
inmunoldgicas. Los genes codificantes de las Shiga toxinas (stx) son codificados en bacteriéfagos
atenuados en el cromosoma de la bacteria por lo que la produccién de la toxina es altamente

dependiente de la induccion de los fagos (Gyles et al., 2007).

Ademas de la inhibicion en la sintesis proteica, las Shiga toxinas pueden tener también otros

efectos. Como ejemplo, se ha reportado la actividad antiviral de la Stx1 para lo que se requiere
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una toxina cataliticamente activa. Debido a este hecho, se sugiere que Stx1 podria ser parte de un
mecanismo de defensa (Ferens et al., 2000). Ademas las Shiga toxinas inducen un tipo de lisis
celular caracteristica de la apoptosis (Jones et al., 2000). La toxina induce la degradacién del ADN
y la liberacion del contenido celular, este proceso puede entonces facilitar el ataque proteolitico
en células de los alrededores y contribuir al efecto toxico en organismos completos (Sandvig,

2001).

2.5 FUNCION DE LAS RIPs EN EL ORGANISMO PRODUCTOR.

El fuerte interés que ha existido hasta ahora en las RIPs, es debido a la actividad que han mostrado
en contra de patbégenos y células tumorales (Ferreras et al., 2011; Chhikara et al., 2012).Gracias a
dichas actividades ha sido posible ahondar en la investigacion para su aplicacion. Sin embargo,
resulta evidente que a pesar de los beneficios que se pueden obtener al aplicarlas, los organismos

que las producen no lo hacen solo para satisfacer nuestras necesidades.

A pesar del conocimiento disponible y detallado en cuanto a la actividad, estructura y mecanismo
de accion de las RIPs, no existe una respuesta certera acerca del porque los organismos producen
y algunas veces acumulan proteinas de este tipo. Ciertamente su distribucion es amplia y podria
pensarse en primera instancia que juegan un papel importante en el crecimiento y mantenimiento
de las células, aunque ha sido demostrado que no todos los organismos las producen, un ejemplo
claro es Arabidophsis thaliana pues en ésta planta no existen evidencias de la presencia de RIPs
(Peumans et al., 2001). Al tener constancia de que no son proteinas esenciales para el
mantenimiento celular, se han expuesto dos grandes hipotesis en cuanto a su rol fisiologico en el
organismo productor. La primera y mejor sustentada hasta el momento es la que argumenta la
participacion de las RIPs en mecanismos de defensa, existen numerosos reportes en los que se
demuestra la actividad antibacterial, antifingica, y antiviral conferida a las plantas que contienen
RIPs, tal es el caso de PAP que provee actividad antiviral a la planta productora (Phytolacca
americana) (Barbieri et al, 1993), el resultado que demuestra este hecho es la resistencia viral
obtenida tras expresar PAP de manera heterdloga en plantas de tabaco y papa (Lodge et al.,

1993).

Por otro lado y de manera contrastante existen reportes que demuestran la existencia de RIPs
carentes de toxicidad en contra de patégenos (Girbés et al., 1993), al no presentar toxicidad hacia
organismos antagonicos la hipotesis de su participacion en mecanismos de defensa se debilita y da

paso a la segunda hipotesis propuesta. En la segunda hipétesis se declara que las RIPs forman
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parte de mecanismos de apoptosis, dicha hipotesis se sustenta en el analisis de tejidos envejecidos
o sometidos a diferentes tipos de estrés puesto que en ellos se ha encontrado alta expresion de
algunas RIPs. Tal es el caso de la RIP denominada RIP1 presente en la planta Mesembryanthenum
crystallium, donde se demostro que los niveles mas altos de expresion se encuentran después de
sufrir estrés provocado por altas concentraciones de sal (Rippman et al., 1997). En cuanto al
estudio de tejidos envejecidos, la RIP de la planta Hura crepitans incrementa su actividad en las
hojas de edad mas avanzada (Stirpe et al., 1996) quedando de manifiesto la relacion directa de la
actividad de las RIPs con la edad del tejido. Mas pruebas de la participacion de las RIPs en
apoptosis existen gracias a los estudios in vitro que han demostrado que la ricina y la abrina

inducen la apoptosis de células de mamifero (Narayanan et al., 2005).

De cualquier manera y pese a los experimentos hasta ahora realizados con el objetivo de
demostrar la funciéon de las RIPs en el organismo productor, siguen siendo necesarias mas y
mejores evidencias que permitan tener conclusiones infalibles de su rol. Y aunque la mayoria de las
actividades biologicas de las RIPs, sin duda dependen de su actividad enzimatica, algunas otras
deben ser debidas a sus interacciones no enzimaticas con los acidos nucleicos o las proteinas al
contacto con sus dominios en los extremos amino o carboxilo terminal (Peumans et al., 2001).
De cualquier manera, su amplia distribucion debe justificar la importancia de su presencia en todos
los reinos. Mientras tanto, las actividades y propiedades de las RIPs han sido utilizadas en

aplicaciones biotecnolégicas que benefician a campos como la agricultura y la medicina.

2.6 APLICACION BIOTECNOLOGICA DE LAS RIPs

El uso de las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas en el disefio de estrategias aplicadas se

debe en gran medida a la variedad de actividades enzimaticas que las caracterizan.

La actividad antiviral de las RIPs se conoce desde los 90s (Puri et al., 2009), y segun los reportes,
la mayoria de las tipo 1 y 2 poseen esta propiedad. Una de las principales proteinas antivirales es la
denominada PAP (Pokeewed Antiviral Protein) que actla en contra de virus de plantas, su
expresion en tabaco transgénico le confiere a este resistencia a los virus transmitidos por insectos
fitopatogenos, tal es el caso del virus de papa y el mosaico viral de pepino (Lodge et al, 1993).
Otro ejemplo de capacidad antiviral de las RIPs es |a tricosantina que al ser expresada en la misma
planta de tabaco le otorga resistencia sobre el mosaico viral del nabo (Lam et al, 1993). Por otro
lado, algunas RIPs como las aisladas de melén amargo (Momordica charantia) denominadas

momorcarinas, han mostrado eficacia en contra de células infectadas con VIH pues inhiben la
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replicacion viral por lo que resultan prometedoras en la terapia en contra del sida porque su

actividad es selectiva y no dafian de ninguna manera a las células sanas (Puri et al, 2009).

Ademas de la actividad antiviral también se ha demostrado que las RIPs pueden ser usadas como
agentes antibacterianos, antifingicos e inclusive como insecticidas. Las RIPS del tipo 1 extraidas
de las raices de la planta denominada Mirabilis expansa mostraron actividad antibacteriana en
contra de especies de suelo y actividad antifingica contra hongos como Fusarium y Trichoderma
(Vivanco et al; 1999). Otro ejemplo de la actividad antifingica es la resistencia mostrada por la
planta RIP transgénica de trigo en contra del hongo fitopatdgeno Erysiphe graminis (Bieri et al;
2000). En cuanto a su capacidad insecticida también existen reportes que muestran que las RIPs
son capaces de atacar algunas plagas, tal es el caso de la cinamomina, una RIP del tipo 2 presente
en las semillas de la planta Cinnammomun camphora que es toxica para larvas de mosquito (Culex
pipines pallens) y para el gusano de algodén (Helicoverpa armigra), (Zhou et al; 2000), por su
parte la ricina y la saparina son tdxicas para larvas de dos especies de coledpteros (Gatehause et
al; 1990).

Y aunque la mayor parte de las aplicaciones expuestas hasta ahora han sido dirigidas a la
agricultura principalmente, la medicina también puede ser beneficiada con la aplicacion de las RIPs
sobre todo cuando el reto mas importante en este campo es el desarrollo de medicamentos mas
seguros, eficaces y sobre todo especificos (DiMasi et al., 2003; Grabowski and Vernon, 2000).
Actualmente, la aplicaciéon mas prometedora de las RIPs en la medicina, es su uso en el disefio de
conjugados, ya sea ligados quimicamente o fusionados genéticamente para dar origen a moléculas
quiméricas con alta especificidad, el ejemplo mas claro es el caso de las inmunotoxinas (Figura 7),
creadas utilizando factores de crecimiento, anticuerpos, hormonas y lectinas ligadas a diversas
RIPs. La aplicacion potencial mas importante de las inmunotoxinas de RIPs es su uso como agente
antitumoral, dicho interés ha surgido gracias al hallazgo de que actlan de manera selectiva en
contra de células cancerigenas (Kumari et al; 2011). Ademas recientemente se ha demostrado la

citotoxicidad de la saporina, una RIP del tipo 1 sobre células cancerigenas (Kodama et al; 2003).
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Fig. 7 Representacion esquematica de la construccion de inmunotoxinas de RIPs
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ANTECEDENTES



“Todos somos muy ignorantes.
Lo que ocurre es que no todos ignoramos las mismas cosas”.
Albert Einstein

3.1 Streptomyces coelicolor Y SU RIP HIPOTETICA

Los estreptomicetes son bacterias gram-positivas aisladas del suelo, producen una gran variedad
de metabolitos secundarios y son considerados los productores de mas de la mitad de los
compuestos biolégicamente activos conocidos en la actualidad, dentro de los cuales se
encuentran algunos de alto interés comercial como antibidticos, inmunosupresivos (Sanchez and
Demain, 2011), productos de alimentacién animal y agroquimicos. La vasta diversidad de
productos obtenidos a partir de los estreptomicetes los hace ser el género bacteriano mas
importante a nivel industrial, consecuentemente hoy en dia se cuenta con una bateria de
herramientas genéticas para la manipulacién de estos microrganismos (Vallin et al., 2005).
Streptomyces coelicolor A 3(2) es la cepa mejor caracterizada por lo que es utilizada como modelo
(Bentley et al., 2002). Dicha cepa entro a la era post-genémica en el afio 2002 cuando su genoma
completo fue publicado y aunque los avances en su investigacion son trascendentes, aun existen

genes sin funcion clara.

Por otro lado, ademas de las herramientas moleculares disponibles en la actualidad, los
estreptomicetes también poseen ventajas metabolicas y fisiologicas en la sintesis de metabolitos
secundarios de interés industrial, en la produccion de aminoacidos por métodos fermentativos y
en procesos de bio-coversion, razén por la cual se han desarrollado sistemas con vectores
especificos para la sobre-expresion de moléculas utilizando a los estreptomicetes como
hospederos en la produccién heterdloga (Connell, 2001). También existen reportes que
demuestran la eficiencia de secrecion con la que se obtienen proteinas en sistemas heterélogos de
estreptomicetes debido a la presencia de péptidos sefal que facilitan el proceso. Entre los
hallazgos mas importantes en el uso de los estreptomicetes como sistema heterdlogo es la
eficiencia de produccion de proteinas eucarionticas secretadas de manera nativa (Anné et al.,

2011), hecho que los coloca como hospederos potenciales en la produccién a gran escala.

En adicion a los beneficios que representa el uso de los estreptomicetes como sistemas de
produccion heter6loga también se ha puesto gran esfuerzo en el aislamiento de nuevos
metabolitos provenientes de la especie. Al respecto, recientemente se encontrd que en el genoma

de Streptomyces coelicolor se encuentra un gen denominado SC3A4.18 que posiblemente codifica
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para una Proteina Inactivadora de los Ribosomas del tipo 1, nombrada RIPsc (Reyes, 2008). La
confirmacion del descubrimiento de una proteina de este tipo en un estreptomiceto le abre las
puertas a la investigacion de la funcion de las RIPs en este nuevo organismo productor que hasta
ahora permanece desconocida, ademas del desarrollo de moléculas novedosas y con aplicacion

biotecnoldgica potencial.

El primer paso en la investigacion de RIPsc fue el analisis in silico de la secuencia codificante. Por
medio del analisis BLAST se determiné la homologia con las RIPs del tipo 1 por lo que se realizaron
alineamientos con algunas proteinas de este tipo conocidas y ampliamente caracterizadas para
obtener datos mas precisos, tales RIPs fueron, la cadena A de la ricina, PAP y un grupo de
isoformas de la planta Muscari armeniacum (MU1, MU2, MU3). Con los alinemaientos realizados
se determiné que la similitud con la cadena A de la ricina es a penas de 22% con PAP de 23% y con
el grupo de las muscarinas del 30%. Sin embargo, a pesar de la baja similitud con las secuencias
aminodacidas alineadas se encontré que al alinearse con la cadena A de la ricina, la secuencia
codificante para RIPsc conserva 7 de los 13 residuos importantes del sitio activo similares a la
secuencia con la que se comparo, los residuos conservados en RIPsc y similares en la ricina son:

Tyr80, Tyrl23, Alalés, Glul77, Alal78, Argl80,y Trp211.

Las evidencias encontradas tras el analisis in silico de la secuencia de ripsc fueron soportadas mas
tarde de manera experimental. En primer lugar se amplific el gen correspondiente al dominio
RIPsc a partir de ADN total de S. coelicolor y se construyé el sistema de expresion de E. coli
BL21(DE3)pLySs-[pET-ripsc], con el sistema construido se indujo la sobre-expresion de RIPsc y se
obtuvieron las fracciones proteicas correspondientes. Por medio de la separaciéon en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE de las bandas proteicas obtenidas y con la subsecuente deteccion de la
banda RIPsc en un Western-Blot se determind que RIPsc se encontraba en cuerpos de inclusion.
Tras el sequimiento de la curva de crecimiento de E. coli BL21(DE3)pLySs-[pET-ripsc] se observd
un decremento importante en el crecimiento de la cepa inducida y en comparaciéon a la misma
cepa pero sin induccion, lo que sugirié hasta ese momento que RIPsc podria estar afectando a los

ribosomas de la cepa productora (Reyes, 2008).

Con la finalidad de medir la actividad enzimatica de RIPsc, se aislaron y purificaron los cuerpos de
inclusion y se sometieron a métodos de re-naturalizacion. Con RIPsc re-naturalizada y purificada
se desarrollaron distintos ensayos de actividad, el primero fue utilizando un sistema in vitro de

traduccion libre de célula que consta de ribosomas de conejo y todos los elementos necesarios
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para efectuar la traduccion de la luciferasa, en este ensayo se demostré que al agregar RIPsc al
sistema, la traduccion de la luciferasa decrecié considerablemente, demostrando asi el efecto de

RIPsc sobre los ribosomas de conejo (Figura 8)(Reyes, 2008).
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Fig 8. Deteccidn por quimioluminiscencia de la inhibicion de la traduccién de luciferasa. Linea 1: Control (mezcla de
reacciéon con ARN molde), Linea 2: Control (mezcla de reaccidn sin ningiin cambio), Linea 3: Inhibicion de la traduccion
por el implemento de RIPsc, Linea 4: Control (mezcla de reaccién conteniendo buffer RIPsc), (Reyes, 2008).

Con el afan de tener mas evidencias de la actividad de RIPsc, se construyd un sistema de expresion
inducible para Sacaromyces cerevisiae, para lo cual se clon6 el gen ripsc en el vector pEC-HIS
inducible por galactosa. Al inducir la expresion de RIPsc en S. cerevisiae se observo un efecto letal
sobre las células en las que se indujé la expresion (Figura 9), comprobandose asi de manera mas

clara el efecto de RIPsc (Reyes, 2008).
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Fig. 9. Test de toxicidad de RIPsc sobre Saccaromyces cerevisiae. Después de la transformacion de las cepas con el
vector de expresion pEC-HIS conteniendo el gen ripsc, se inocularon en un pre-cultivo de 5ml durante 24 h, a partir del
pre-cultivo las muestras se diluyeron y se sembraron en cajas en pequefos puntos, cada punto es una dilucion distinta.

A) Muestras 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 (Reyes, 2008).

Con evidencias sugerentes de la actividad de RIPsc, se realizaron experimentos de actividad sobre
hongos y bacterias para evaluar la posible capacidad antibacteriana y antifingica de RIPsc, para lo
cual se hicieron bio-ensayos con la técnica de sensi-discos y con la técnica de medio envenenado
sin tener resultados satisfactorios. Bajo los resultados obtenidos hasta ese momento se concluyé
que RIPsc solo era capaz de mostrar actividad cuando podia alcanzar a los ribosomas, una vez

dentro de la célula, pero que era incapaz de tener actividad sobre células intactas debido a que no
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puede penetrar la membrana de la célula blanco. Por otro lado, adn cuando se demostro la
actividad toxica de RIPsc sobre ribosomas de conejo, se desconocia el mecanismo por medio del
cual causaba dicha toxicidad y derivado de esto su total identidad como RIP. Por esta razoén, aun

resultaba necesario mostrar de manera especifica su actividad N-glicosidasa.

3.2 PEPTIDOS BIOACTIVOS Y SU USO EN LA APLICACION BIOTECNOLOGICA
DE LAS PROTEINAS INACTIVADORAS DE LOS RIBOSOMAS.

Los retos mas importantes en el disefo de nuevas moléculas derivadas de las RIPs son: la
especificidad y la efectividad en su internalizacion a las células blanco, aunque el reto es grande, el
uso correcto de las herramientas biotecnologicas puede desencadenar la obtencion de
compuestos bio-activos interesantes que aportarian ganancias ambientales, terapéuticas y
econdmicas significativas. El uso de péptidos puede ser la alternativa adecuada en la funcionalidad

dirigida de las RIPs (Zorko et al., 2005).

Los péptidos son cadenas cortas de aminoacidos, de entre 2 y 50 aminoacidos, que en algunos
casos presentan actividades bioldgicas, tales como hormonas peptidicas, neuropéptidos,
antibidticos, alcaloides y toxinas por lo que han sido denominados péptidos bio-activos. Sus
principales aplicaciones son: la produccion de anticuerpos y el disefio de moléculas terapéuticas
dirigidas a proteinas o receptores de enfermedades como el cancer (Sandoval et al., 2008).
Ademas poseen propiedades fisicoquimicas interesantes como 1) su composicidon por
aminoacidos, 2) carga neta, 3) anfipaticidad y 4) una notable diversidad de estructuras y
conformaciones, incluyendo hélices-a, hojas-p, estructuras no convencionales o incluso
conformaciones extendidas, tales caracteristicas los hacen ser considerados como una
herramienta molecular importante (Broekaert et al, 1997; Garcia-Olmedo et al., 1998; Van Loon
et al., 2006). De acuerdo a éstas caracteristicas, existen dos tipos trascendentes en la aplicacion

de las RIPs, los CPPs (Cellular Penetrating Peptides) y los AMPs (Antimicrobial Peptides).

Los CPPs son péptidos cortos que facilitan la internalizacion celular de cargos especificos
(moléculas acarreadas). Los cargos pueden ser unidos al CPP por medio de unién quimica
covalente o por medio de interacciones no covalentes. Su funcion principal es la entrega de
moléculas en el citoplasma o en cualquier organelo por medio de un proceso de endocitosis. Los
CPPs se clasifican por su estructura en dos tipos: poli-catidnicos que contienen un patrén
alternado de aminoacidos polares cargados y amindacidos hidrofébicos no polares y anfipaticos

cargados positivamente. Los CPPs poseen un gran potencial de aplicacion en medicina y en
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investigacion de nuevos compuestos para ser usados como vectores de entrega de diversas

moléculas (Okuyama et al., 2007)

Las principales aplicaciones reportadas para los CPPs son la entrega de: acidos nucleicos tales
como ARN de interferencia, oligonucleétidos antisentido, plasmidos o ADN, todos estos con la
finalidad de la regulacion génica (Morris et al., 2007; Andaloussi et al., 2005) y la entrega de
proteinas de un rango de entre 30 kDa y 150 kDa (Wadia et al., 2004). Y aunque hasta ahora
existen casos exitosos en la entrega de moléculas de interés, la desventaja mas importante en el

uso de CPPs es su baja estabilidad metabdlica (Renert et al., 2006).

Por otro lado, los AMPs o péptidos antimicrobianos son un grupo Unico y diverso de moléculas
conservadas evolutivamente como parte de la respuesta inmune de todos los organismos, estan
divididos en subgrupos debido a su composicién de aminoacidos y estructura (Yeaman et al.,
2003). Normalmente su tamafo es de entre 12 y 50 aminoacidos. Su composicion incluye dos o
mas residuos cargados positivamente como arginina y lisina o en ambientes acidos histidina, y una
gran proporcion (generalmente> 50%) de residuos hidroéfobos (Papagianni, 2003). La estructura
secundaria de los AMPs puede ser de cuatro maneras diferentes: 1) a-helicoidal, 2) hoja B, debido
a la presencia de 2 o mas enlaces disulfuro, 3) horquilla 8 o bucle debido a la presencia de un Gnico
enlace disulfuro y/o ciclacién de la cadena peptidica, y 4) extendida (Brogden, 2005). Muchos de
estos péptidos no tienen estructura en solucion libre, y adquieren su configuracion final sobre la
particion en las membranas biologicas. La capacidad de asociarse con membranas es una
caracteristica definitiva de péptidos antimicrobianos (Hancock et al., 2002), aunque la

permeabilizacion de membrana no es absolutamente necesaria.

Los modos de accion de los AMPs mediante los cuales ejercen su actividad antimicrobiana son
variados, principalmente pueden desestabilizar a las membranas, interferir con el metabolismo, y
orientar su accion sobre los componentes citoplasmaticos. De manera general, el contacto inicial
entre el péptido y el organismo objetivo es electrostatico pues la mayoria de las superficies
microbianas son anidnicas o hidrofébicas, después gracias a caracteristicas como: su composicion
de aminoacidos, anfipaticidad, carga cati6nica y tamafio pueden anclarse a las membranas para
desestabilizarlas o en su defecto penetrarlas para alcanzar moléculas intracelulares cruciales y
actuar sobre ellas (Brogden, 2005). Cuando la accién de los AMPs es intracelular los hechos que
pueden ocurrir son: inhibicion de la sintesis de la pared celular, alteracion de la membrana

citoplasmatica, activacion de la autolisina o inhibicion de la sintesis de ADN, ARN o proteinas. Sin
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embargo y a pesar de los reportes del mecanismo de accion de algunos AMPs aun existen formas

de actuar desconocidas (Hirst, et al., 2011).

Los AMPs son considerados como excelentes candidatos para el desarrollo de nuevos compuestos
terapéuticos o como complementos en la terapia convencional con cualquier antibidtico pues
poseen un amplio rango de accion y no producen resistencia, lo que les da una ventaja sobre los
antibidticos comunes ademas de que son bactericidas y no bacteriostaticos lo que les permite
ejercer su accion en un lapso menor aniquilando de manera total a la célula blanco y no solo
retardando su crecimiento (Hoskin et al., 2008). Una ventaja importante es que poseen alta
selectividad sobre células bacterianas lo que los hace ser seguros y no toxicos en contra de células
humanas (Matsuzaki, 2008). Ademas del campo médico, los AMPs son considerados también
dentro de la agricultura puesto que se ha probado que pueden actuar de manera especifica contra
fitopatoégenos, lo que los hace buenos candidatos en el control biolégico de los cultivos

(Montesinos, 2007).

Tanto AMPs como CPPs, poseen caracteristicas complementarias para la accion efectiva y
especifica de las RIPs pues actuan sobre la membrana que, para algunas proteinas de este tipo, es
la barrera principal a vencer, por lo que el disefio y explotacion de su aplicacion como nuevas

moléculas en combinacion sinergistica resulta absolutamente interesante y novedosa.

3.3 FUSION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Tras numerosos experimentos, se ha demostrado la accion de los péptidos bio-activos
denominados AMPs o CPPs sobre la membrana, ya sea en su accién desestabilizadora o en su
accion penetrante; existen referencias que enlistan a los péptidos con actividad antimicrobiana y a
los péptidos acarreadores activos sobre bacterias y hongos (Marcos et al., 2008). Debido a que su
actividad resulta atractiva en la aplicacion en contra de células indeseables, se requieren grandes
cantidades para cubrir la demanda de investigacion y aplicacion, por lo que se ha tratado disenar
estrategias rentables de su obtencion a gran escala, siendo la extraccion y la sintesis quimica los
métodos mas explotados hasta ahora (Li, 2009). El alto costo y bajo rendimiento de tales
procesos son desventajas importantes que han desencadenado la necesidad de implementar
nuevas y mejores técnicas de produccion. Generalmente, el uso de la tecnologia de ADN
recombinante provee ventajas como: bajos costos, facilidad en el escalamiento de la produccion y
precision en la produccion del metabolito deseado que facilita los procesos de purificacion.

Actualmente, el sistema de expresion para ADN recombinante mejor desarrollado es el que utiliza
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a E. coli como hospedero pero existen otros sistemas de levaduras que han resultado efectivos en
la expresion heterdloga de péptidos bio-activos (Ingham y Moore, 2007; Li et al., 2008). La
popularidad del uso de E. coli para la expresion heterdloga de péptidos bio-activos es debida a
caracteristicas como, una tasa de crecimiento rapido, bajo costo y el hecho de que los péptidos no
requieren modificaciones pos-traduccionales (Li et al., 2009). De cualquier manera, y aunque los
beneficios obtenidos de la expresion heterdloga en E. coli son interesantes, las propiedades de los
péptidos bio-activos hacen que su expresion en este sistema de manera directa sea complicado
(Piers et al., 1993). En primer lugar, su naturaleza antimicrobiana los hace potencialmente fatales
para el hospedador, ademas su tamano pequefo y su alto contenido catidnico los hace altamente
susceptibles a la degradacion proteolitica (Li et al, 2009). Con el objetivo de evitar ambas
dificultades, se ha propuesto como estrategia expresar este tipo de péptidos como fusiones, en las
que el péptido de interés se liga genéticamente a proteinas acarreadoras (Piers et al., 1993). La
fusion entre el péptido y la proteina acarreadora juega un papel similar a los pro-segmentos en los
péptidos como formas precursoras inactivas, lo que ofrece la proteccion tanto del péptido
expresado como al hospedero (Vassilevski et al., 2008). En las fusiones proteina-péptido, varias

han sido las proteinas utilizadas (Tabla 2) como acarreadores.

Tabla 2. Proteinas utilizadas como acarreadores en produccion de péptidos antimicrobianos

PESO PUNTO
PROTEINA MOLECULAR ISOELECTRICO REFERENCIA
Proquimosina 38 4.6 Haught et al., 1998
Proteina Verde Fluorescente (GFP) 26.8 5.7 Skosyrev et al,
2003
Proteina de Unidén a la Maltosa 44 4 9.2 Fassina et al., 1994
(MBP)
Ketosteroide Isomerasa (KSI) 13.7 4.8 Zorko et el., 2009
Glutation S-transferasa (GST) 15.8 5.3 Moon et al., 2006
Thioredoxina (Trx) 11.8 4.6 Xu et al., 2004
Inteina 35.3 5.3 Morassutti et al.,
2007
Baculoviral poliedrina 28.7 5.8 Wei et al., 2005
Ubiquitina 8.5 6.5 Moon et al., 2007
Péptido anidnico 2.5 3.1 Kim et al., 2006
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Algunas de estas proteinas facilitan la expresion del conjugado de manera soluble y algunas otras
promueven la formacion de cuerpos de inclusion. Ambas caracteristicas son convenientes en el
disefio de los conjugados que deben tomarse en cuenta para obtener mejores resultados y
rendimientos (Ingham y Moore, 2007). Tras variados experimentos se ha demostrado que la
estrategia de fusion es una estrategia eficaz en la produccion de péptidos antimicrobianos por via
fermentativa, lo que hace que bajen los costos y los procesos sean mas eficientes (Li et al, 2009).
Sin embargo, el desarrollo de conjugados petido-proteina se vislumbra como un buen método de
aplicacion para la produccion de nuevas moléculas de interés industrial por lo que siguiendo dicha

estrategia podrian plantearse nuevos disefios con actividades novedosas.
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JUSTIFICACION



“En el fondo, los cientificos somos gente con suerte:
podemos jugar a lo que queramos durante toda la vida”.
Lee Smolin

El descubrimiento de las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas ha sido motivo de multiples
investigaciones que pretenden demostrar la funcion de este tipo de proteinas en el organismo
productor, dicha investigacion ha costado hasta ahora mas de 100 afos sin lograr el
esclarecimiento total de la funcién de las RIPs, por tal motivo aun sigue abierta la posibilidad de
proponer y demostrar hipotesis de su funcion. Ademas los reportes de nuevas RIPs en diversos
organismos estan en incremento lo que hace que la explicacion de su papel en la naturaleza sea

cada vez mas necesaria.

En un principio se mostré interés en las RIPs debido a su actividad toxica y a las propiedades
médicas que presentaban, pero mas alla del uso y aplicaciéon que puede darse a estas proteinas ha
resultado interesante para la comunidad cientifica ahondar en el papel biolégico que estas
desempefian para quien las produce. Debido a las caracteristicas enzimaticas, bioquimicas y
estructurales que han sido conservadas en las RIPs de la mayoria de los organismos, se ha puesto a
discusion la manera en que han podido prevalecer en la naturaleza pues su conservacion sugiere
un papel evolutivo trascendental que ha permitido la transferencia entre organismos, pues se han
encontrado tanto en bacterias como hongos, plantas y algunos tejidos animales. La presencia y
actividad tan especifica en dominios conservados del ribosoma otorga al organismo productor
ventajas importantes. Dichas ventajas han sido clasificadas en dos grandes vertientes pues se ha
argumentado que podrian ser parte de un mecanismo de defensa o en su defecto parte de
mecanismos de apoptosis. Ambos argumentos proveen beneficios a quien las produce puesto que
puede defenderse de sus antagonistas o determinar el momento en que ya no resulta rentable
continuar con el ciclo bioloégico de vida y morir de una manera programada para otorgar

beneficios a la comunidad y asi poder conservarla.

Por otro lado, debido a que las RIPs fueron descubiertas por primera vez en un tejido vegetal, son
las presentes en las plantas las que han sido mejor caracterizadas y estudiadas pero la complejidad
de tales organismos ha limitado hasta ahora la elucidacién de la funcion. Por otro lado, y debido a
los avances en gendémica que existen en la actualidad, se han logrado identificar genes similares en
diversos organismos. Uno de estos genes fue encontrado en Streptomyces coelicolor, dicho gen

fue estudiado in silico en comparacion con los genes de las RIPs mejor caracterizadas y se
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determiné que debido a la conservacion de dominios del sitio activo podria tratarse de una RIP,
mas tarde se demostrd por medio de variados ensayos que se trataba de una RIP. El hecho de
encontrar una proteina de este tipo en un actinomiceto abre las puertas a la posibilidad de
encontrar de manera mas clara la funcion de las RIPs en el organismo productor. Dicha posibilidad
esta dada principalmente por las herramientas de analisis que se han desarrollado para los
actinomicetos, ademas de que son organismos mas simples comparados con las plantas. Por otro
lado su habitat natural les ha permitido estar en comunidad con las plantas que son hasta ahora
los organismos en los que mas prevalecen las RIPs. Al estar en convivencia constante es muy
probable que haya existido transferencia entre plantas y actinomicetos. Ahora el tener un
actinomiceto con una RIP, puede ayudar al entendimiento de dicha transferencia. Ademas, el
analisis de la funcion de una RIP dentro de un actinomiceto resulta de menor complejidad pues las
condiciones de cultivo, crecimiento y mantenimiento son simples y facilmente manipulables. El
aprovechamiento de la informacién y herramientas disponibles para los actinomicetos abre paso al
disefo de nuevos experimentos para encontrar la funcion precisa de una RIP y con el
esclarecimiento de su participacion y presencia en el metabolismo del productor se entendera de
mejor manera como es que han logrado conservarse a través del tiempo asi como su importancia

en la naturaleza.

Por otro lado, la principal caracteristica de la RIPs es el efecto letal que ejerce en los organismos
atacados, dicha actividad la hace interesante en la aplicacion en contra de células indeseables,
pues es posible disehar moléculas con especificidad controlada, lo que le da a la molécula disefiada
un valor agregado trascendente pues la inespecificidad es uno de los problemas que enfrentan los
compuestos utilizados en campos como la medicina y la agricultura. La presencia de una RIP en S.
coelicolor nos da la posibilidad de aplicarla de manera racional en el disefio de moléculas
especificas. La agricultura es un campo que necesita del constante mejoramiento de sustancias
que ayuden en el ataque de los fitopatdgenos responsables de la pérdida de millones de hectareas
de cultivos en el mundo, el reto en el campo es encontrar sustancias que tengan como blanco solo
a los microrganismos fitopatéogenos sin terminar con la diversidad microbiana necesaria para el
buen desarrollo de los cultivos. La RIP encontrada en S. coelicolor ha sido clasificada como una RIP
del tipo 1 y es activa en contra de ribosomas, bacterianos, fungicos y de mamifero. Su amplio
espectro la hace atractiva para utilizarla como sustancia antifungica y antibacteriana con miras a
la aplicacion en la agricultura. Su principal limitacion es la falta de un mecanismo que le ayude a

introducirse en la célula atacada. Su actividad fue demostrada sobre ribosomas expuestos pero no
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en contra de células intactas por lo que se cree que si se logra obtener una fusion de RIPsc con
algun agente que le ayude a penetrar la membrana celular se obtendra una molécula especifica y
letal. Los péptidos bio-activos son una buena alternativa para disefar la molécula deseada por lo
que se plantea obtener una construccion genética que sea sobre-expresada en primer lugar en
E.coli para probar la efectividad y especificidad de la molécula de fusién. Seguramente la union de

RIPsc con un péptido bio-activo incrementara su actividad haciéndola especifica y eficaz.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



“He de hablar aqui sélo en hipoétesis,

diciendo no lo que sé,

sino lo que supongo mds probable”.

Doctor Jeckill

Las hipotesis planteadas para el presente trabajo se presentan a continuacion, cada una de ellas
tiene objetivos distintos que seran descritos de manera detallada.

PRIMER HIPOTESIS

“El producto del gen SCO7092 de Streptomyces coelicolor es una proteina con actividad N-

glicosidasa”
PRIMER OBJETIVO GENERAL:

Confirmar de manera concluyente que el producto del gen SCO7092 es una proteina

inactivadora de ribosomas mediante la determinacion de la actividad N-glicosidasa.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Extraer ARN de cultivos de E. coli BL21(DE3)plysS[pET-rips bajo condiciones de induccién
y no-induccion.

2. Analizar el dafio causado en el ARN ribosomal de E. coli BL21(DE3)plysS por la expresion
de RIPsc por medio de qRT-PCR con la técnica descrita por Melchior y colaboradores
(Melchior et al., 2010).

3. Determinar si RIPsc presenta actividad N-glicosidasa sobre los ribosomas de E. coli

BL21(DE3)plysS.
SEGUNDA HIPOTESIS
“RIPsc de Streptomyces coelicolor participa en mecanismos de defensa y/o de apoptosis.”
SEGUNDO OBJETIVO GENERAL:

Encontrar las condiciones bajo las cuales existe expresion de RIPsc.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1
2
3.
4

v

Extraer ARN de diferentes cultivos de S. coelicolor en las condiciones a evaluar.

Determinar la expresion de ripsc por medio de RT-PCR.

Evaluar la expresion de ripsc por medio de Northern-blot y/o qRT-PCR.

Construir la fusion de la region promotora de ripsc con el gen reportero egfp y clonarla en
un vector de expresion.

Transformar a Streptomyces coelicolor con la construccion clonada en el vector pl)486.
Evaluar diferentes condiciones de cultivo para encontrar florescencia de la proteina

reportera

TERCERA HIPOTESIS

“La internalizacion y especificidad de RIPsc sobre una célula blanco seran alcanzadas por medio de

su fusion con un péptido bio-activo.”

TERCER OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la expresion heteréloga de la fusién RIPsc con el péptido bio-activo seleccionado contra

hongos

y bacterias fitopatogenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1
2
3.
4

Seleccion in silico del péptido bio-activo a fusionar.

Fusion del péptido bio-activo con ripsc.

Clonacién de la fusion obtenida en el vector de expresion pET17b.

Transformacion de E. coli BL21(DE3)pLysS con la construccion obtenida en el vector
pET17b.

Sobre-expresion de la fusion en E. coli BL21(DE3)plysS por medio de la induccién con
IPTG.

Evaluacion de la proteina de fusion obtenida por medio de electroforesis de proteinas en
geles de poliacrilamida.

Purificacion de la proteina de fusion.
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MATERIALES Y METODOS



“Recordards algo de lo que leas,
bastante de lo que oigas,
mucho de lo que veas,

y todo lo que hagas”

Harrison

6.1 CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Escherichia coli DH5a

Cepa de rutina utilizada para sub-clonar y amplificar plasmidos. Su genotipo es FendAl glnV44
thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG @80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r m"), A—.
Las condiciones de cultivo utilizadas para esta cepa fueronN medio LB (suplementado con el
antibidtico apropiado), temperatura de incubacion 37°C y 300 rpm de agitacién. Las
transformantes obtenidas con esta cepa pueden seleccionarse en agar suplementado con X-Gal a

una concentracion final de 50 ug/ml (Invitrogen® 2004).
Escherichia coli BL21 (DE3)pLysS

Cepa utilizada cominmente en la sobre-expresion de proteinas toxicas. Su genotipo es F ompT
gal dcm lon hsdSg(rg” mg) A(DE3) pLysS(cm®). Presenta alta eficiencia en la expresion de
cualquier gen clonado bajo el control del promotor T7. Es una cepa lisogénica del fago A pues
contiene el elemento DE3 (gen | del bacteriéfago T7) que codifica a la T7 ARN polimerasa y se
expresa bajo el control del promotor lacUV5 cuando se induce con IPTG. También contiene al
plasmido pLysS en el que se encuentra clonado el gen codificante de la lisozima T7 y que a su vez
le confiere resistencia a cloranfenicol. La lisozima T7 elimina los niveles basales de expresion del
gen clonado bajo el control del promotor T7 pero no interfiere en la sobre-expresion. Otra
caracteristica importante de esta cepa es la deficiencia en la proteasa dependiente de la ATPasa
Lon, que disminuye la degradacién de la proteina recombinante expresada en la bacteria
(Novagen® 2003). Las condiciones de cultivo utilizadas para esta cepa fueron, medio LB,
suplementado con el antibidtico apropiado, temperatura de incubacion 37°C y 300 rpm de

agitacion.
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Streptomyces lividans TK24

Bacteria Gram-positiva perteneciente al grupo de los actinomicetales. Normalmente se utiliza
como hospedera en la produccion heteréloga debido a que secreta bajas cantidades de proteasas
extracelulares que pueden afectar los rendimientos de las proteinas producidas. Es una cepa
derivada de S. lividans 66, resistente a estreptomicina y deficiente en los plasmidos SPL2 y SPL3
presentes en la cepa parental. Las condiciones de cultivo utilizadas fueron: para su propagacion se
cultivé en medio Phage o en medio R2 suplementados con el antibiotico correspondiente en caso
de ser necesario y se incubd durante 48 h a 27°C y con agitacién de 250 rpm, para la obtencion
de esporas se cultivdé en medio SFM sélido suplementado con el antibidtico correspondiente en

caso de ser necesario y se incub6 durante 48 ha 27°C.
Streptomyces coelicolor M145

Streptomyces coelicolor A 3(2), es la cepa mejor caracterizada genéticamente de los
Actinomicetos (Bentley et al., 2002). Se utiliza como modelo y aunque se ha publicado su genoma
completo aun se desconoce la funcion de algunos genes. La cepa M145 se deriva de Streptomyces
coelicolor A 3(2) y es deficiente en los plasmidos SCP1 y SCP2 presentes en la cepa parental. Las
condiciones de cultivo utilizadas para esta cepa fueron: para su propagacion se cultivdo en medio
Phage o en medio R2 suplementados con el antibiético correspondiente en caso de ser necesario y
se incubd durante 48 h a 27°C y con agitacion de 250 rpm, para la obtencion de esporas se cultivo
en medio MS sélido suplementado con el antibidtico correspondiente en caso de ser necesario y se

incubd durante 48 ha 27°C.
6.2 MEDIOS DE CULTIVO
Medio LB

Medio rico utilizado para la propagacion y conservacion de células bacterianas con la siguiente
composicion: NaCl, 5 g/I; triptona, 10 g/I; extracto de levadura, 5 g/I; pH 7.0 +0.2. Para preparar

medio soélido se adicion6 agar bacteriolégico a una concentracion de 20 g/L.
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Medio Phage

Medio rico utilizado en la propagacion y conservacion de actinomicetos con la siguiente
composicion: MgS0,7H,0, 0.5 g/l; CaCl,.2H,0, 0.74 g/lI; Glucosa, 10 g/l; triptona, 5 g/I;
Extracto de levadura, 5 g/I; Lab Lemco powder, 5 g/I; pH 7.2

Medio R,

Medio rico utilizado normalmente en la regeneracién de protoplastos con la siguiente
composicion: sacarosa 103 g/l; K;SO, 0.25 g/l; MgCl,.6H,0, 10.12 g/l; Glucosa, 10 g/l;
Casaminoacidos, 0.1 g/I; Extracto de levadura, 1 g/I; Lab Lemco powder, 5 g/I. Por cada litro el
medio se agregaron 100 ml de TES (0.25 M pH 7.2), 2 ml de solucién de elementos traza (ZnCl,
40 mg/l; FeCl;:6H,0 200 mg/l; CuCl,-2H,0 200 mg/l; MnCl,-4H,0 10 mg/I; Na,B,0,:10H,0 10
mg/l; (NH,)6M0,0,,-4H,0 10 mg/l) y 10 mL de una solucién al 0.5% de KH,PO,. Antes de usarse
se suplemento con CuSO45H,0 2mM en una proporciéon 1/1000 y CaCl,.2H,0 36.8% en una
proporcion 1/100.

Medio MS

Medio utilizado en la produccion de esporas con la siguiente composicion: manitol 20 g/I; Harina

de soya 20 g/I; 20 g/| de agar Difco. En este medio es muy importante utilizar agua de la llave.
Medio S

Medio utilizado en la produccion de protoplastos con la siguiente composicion peptona 4 g/|;
Extracto de levadura 4 g/l; Mg SO, 7H,0, 0.5 g/I; KH,PO, 2 g/l y K,HPO, 4 g/I. Por cada litro
adicionar 50 ml de glucosa al 6.6% y 12.64 ml de glicina al 20%.

Medio SMM

Medio minimo utilizado para la produccion de antibidticos de actinomicetos con la siguiente
composicion: polyetilenglicol 6000 6.1% (w/v), 81.9 ml; MgSO, 7H,0 24g/l, 2.5ml; TES buffer
(0.25M, pH 7.2), 10ml; NaH,PO, + K,HPO, (50 mM cada uno), 1ml; Glucosa 50% (w/v), 2ml;
antiespumante 1% (w/v) 1ml; casaminoacidos Difco 20% (w/v) 1ml; Glicina 20%, 25 ml;
Solucién de elementos traza (ZnSO,7H,0, 0.1 g/I; FeSO, 7H,0, 0.1 g/I; MnCl, 4H,0 0.1 g/I;
CaCl, 6H,0 0.1 g/I; NaCl 0.1 g/I), 100 l.
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6.3 PLASMIDOS Y CONSTRUCCIONES.

Los plasmidos y construcciones utilizados en el trabajo se describen a continuacion.

pGEM*-TEasy  11c7 Sacil | 4
Vector Ecofl | 52

pGEM-T Easy: Plasmido para E. coli
Digerido con EcoRV y con un residuo de
Timina en el extremo 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.
Ademas, contiene una regioén de clonacién
multiple o “polylinker” (multiple cloning
region) flanqueada por los promotores SP6

y T7 de la ARN 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 ADN exdgeno que se desea

estudiar. También contiene un gen de resistencia a la ampicilina (Apm), pUC ori, un origen de

replicacion del fago f1, y un fragmento del gen lacZ

capaz de complementar la mutacion en la

subunidad o de la B-galactosidasa presente en algunas cepas de E. coli.

pJET 1.2/blunt: Vector de clonacion de E. coli.
Contiene un gen que codifica para una enzima de
restriccion letal que se inactiva al clonar un
fragmento de ADN en el sitio de clonacion por lo que
solo las bacterias que contengan el plasmido clonado
son capaces de sobrevivir. En caso de haber un
plasmido religado la expresion de la proteina letal
elimina aquellas colonias que lo contengan y el
proceso de screening se facilita. Ademas contiene el
promotor T7, el gen de resistencia a ampicilina y dos

sitios Bgl Il que flanquean el sitio de clonacion.
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\ 2974 bp




AatlI(4567)
EcoRI(4638)

PstI(3890)

pET3a: Vector de expresion para E. coli de alto

Salle2s) numero de copias. Tiene un tamano de 4.6 Kb,

Xpress_fwd_p
T7_transl_en
pET3a Topro ;
pBRrevBam_pri(715, 734)| /
4.6kb ORF 3(768, 1553) )"

confiere resistencia frente al antibiodtico

Nea(1251) ampicilina y posee el promotor y terminador de

la T7 polimerasa.

Mscl(1723)

Pvull(2343)

pET17-b: Como vector de expresion para
Escherichia coli BL21 (DE) pLysS. Este
plasmido tiene un tamano de 3.3 Kb y confiere
resistencia frente al antibidtico ampicilina,
ademas de poseer el promotor y terminador de
la polimerasa T7 (entre estas Ultimas
secuencias se insertd el gen del péptido

interés). Los genes que son clonados en

pET-17b

plasmidos pET se encuentran bajo un estricto B

{op

control de la transcripcion del bacteriéfago T7. N
La expresion es inducida por una fuente de la
ARN polimerasa T7 en la célula hospedera

(Novagen, 2003).
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pET-pep32-ripsc: Plasmido derivativo de
pET17b clonado con el fragmento Sacl/BamHI o Bl

que codifica la fusion PEP32-RIPSC. B ripsc
pET-pep32-ripsc W pep32
M Promotor T7
¥ho | [l Terminador T7
[C] Ampicilina
Nde |
B ripsc
. B pep32 . A R
pET-ripsc-pep32 pET-ripsc-pep32: Plasmido derivativo de pET17b
M Promotor T7 clonado con el fragmento Ndel/Xhol que codifica
Il Terminador T7 la fusion PEP32-RIPSC.
[C] Ampicilina

55



pET-egfp: Plasmido derivativo de pET17b
clonado con el fragmento Hind Ill/BamH|

que codifica a la proteina EGFP.

BamHI

pl)486-ppsegfp: Plasmido
derivativo de plJ486 clonado
con el fragmento BamH|/Hindlll
que codifica la fusion PPS-EGFP
en donde la fraccion pps es la
correspondiente a la region
promotora de ripsc con la
inclusion del péptido senal de
ripsc.

Nde |

B ripsc

|:| ampicilina

Hindlll
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pET - egfp

‘ - HindIII
Wl ¢
Il Promotor T7

B Terminador T7
[C] Ampicilina

pET-ripsc: plasmido derivativo de pET3a
clonado con el inserto BamHI/Ndel que
codifica a la proteina RIPSC.

B Pes

pll486-ppsegfp [7] eafe

. Terminador
|:| Thiostrepton



6.4 OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos utilizados en el trabajo se resumen a continuacion.

OLIGO
23S-FC
23S-RC
23S-FAde
23S-RAde
RIPSC_FW
RIPSC_RV
rpoA_FW
rpoA_RV
RT-ripsc FW
RT-ripsc RV
PPSN_FW
PPSN_RV

PPSEGFPN_FW
PPSEGFPN_RV

EGFP_ColiF
EGFP_ColiR
PEP32RIP_FW
PEP32RIP_RV
Rip_FW

RIP-PEP32_RV

PET_FW
pET_RV

plJ486_FW
plJ486_RV

SECUENCIA
"atgtcggctcatcacatcctgggg 3°
"cccagetcgegtaccactttaaa 3°
"actgaggggggctgctcctagta 3°
"tgcgtccactceggtccaca 37
" tactgcagatacgcccaacaggce 3’

" tacttaag tcacctttgcccgttgatgge 3°
"-gaccggcctcgaggteggete-3”
"-cagtatccgagcaggeggecg-3’

5’ tgggttcaccagacgacc3’

5’ cgtctccgetccgggd’
5'taggatcccgectcgaggtegegttece3’
5’gccecttgetcaccatggetgeagetctggg3’
5’cccagagetgcagecatggtgagcaaggge3’
5’cgcaagcttttacttgtacagctcgtccatgec3'
5’taaagcttatggtgagcaagggcgagg 3’

5’ taggatccttacttgtacagctegtece 3
5'tagagctcatgecgtaaatggceatttttgggatacgcccaacagge 3
5’taggatcctcacctttgcccgttgatgge 3'

oo oo onn

5’ tacatatggatacgcccaacaggcagacaacatacattgatttcc 3°

5’ tactcgagtcaccaaaaatgccatttacgectttgecegttgatgg 3’
5’gctagttattgctcageggtgg 3°
5’ggagctgcatgtgtcagagg 3’

5’ cgcaattcctttagttgttcc 3’

5’ gcgaaacgatcctcatcc 3’

REFERENCIA
Reyes et al., 2010
Reyes et al., 2010
Reyes et al., 2010
Reyes et al., 2010
Reyes et al., 2010
Reyes et al., 2010
Gust et al., 2001
Gust et al., 2001
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Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trtabajo

Van Dessel et al.,2003
Van Dessel et al., 2003

6.5 Analisis in silico de la estructura y actividad de la RIP hipotética de

Streptomyces coelicolor.

Con el objetivo de analizar la estructura y actividad de RIPsc de manera teérica en primer lugar se

determiné el modelo estructural de la proteina empleando el servidor i-Tasser (Zhang, 2008),

(http://zhanglab.ccmb.med.unich.edu/I-TASSER/), que es un servidor desarrollado por el centro

de bioinformatica de la Universidad de Kansas. La prediccion que i-Tasser realiza es con base a la

comparacion de la secuencia secundaria de la proteina a modelar con las secuencias de otras

proteinas del mismo tipo que ya cuentan con modelos cristalograficos y que han sido estudiadas

previamente. Después de determinar el modelo estructural de RIPsc se comparé con la estructura

de RIPs conocidas por medio de alineamientos estructurales realizados con el programa VMD.
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Por otro lado, se estudid la estabilidad dinamica del modelo de RIPsc por medio de dinamica
molecular con la ayuda del programa NAMD2.7 (Phillips et al, 2005)

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/) con parametros charmm27 (Mackerell et al., 2000).

Los programas de dinamica molecular se han desarrollado para calcular la energia potencial de
sistemas que incluyen ADN, ARN vy lipidos. Las condiciones utilizadas para la simulacion fueron:
proteina solvatada con una capa de 10 A de agua tipo TIP3P formando una caja ctbica de ~88 A®.
Al sistema formado por la proteina y el agua se le agregd el nUmero necesario de iones para
obtener un sistema final con 0.15 M de KCI. La corrida de simulacion se realizo bajo el ensamble
NTP (nimero de particulas, presion y temperatura constantes). El tamafio del paso de integracién
fue de 2 fs. La simulacion se llevo a cabo con el sistema completo (proteina, en medio acuoso con
sal) a una temperatura de 298 K (25°C) y a una atmosfera de presion con condiciones periddicas
a la frontera. Las condiciones periodicas a la frontera indican que las particulas se confinan en una
caja, y podemos imaginar que ésta caja se replica un nimero infinito de veces en las tres
direcciones cartesianas. Todas esas imagenes de particulas se mueven juntas, y por este hecho
solo una de ellas se representa en el programa computacional. Con esto quedan eliminados los
efectos de superficie en el sistema y las posiciones de los bordes en la caja ya no representan

ningun efecto.

Finalmente se analiz6 la preferencia de RIPsc por alguna de las bases nitrogenadas implicadas en la
actividad de las RIPs tipicas, adenina y guanina, para lo que se estimo la energia libre de union
entre proteina y sustrato de manera teorica con los resultados de la dinamica molecular. El calculo

de la energia libre de union (G,,isn) se estimd empleando la ecuacion:

Gunién = Gprotel’na/complejo - ( Gprotel’na libre T Gsustrato )

Antes de poder calcular la energia libre de union es necesario calcular los valores de energia libre
para cada componente (la energia libre de la proteina sin sustrato, del complejo proteina-sustrato
y de los sustratos en solucion). El valor G de cada componente se calculé mediante el método
MM /PBSA (Molecular Mecanics/Poisson-Boltzmann Surface Area), (Kuhn et al., 2005), usando la

siguiente ecuacion:
G = Emm + YASA + Gsopatacion T Entropia

donde Eyy es la suma de las energias mecanicas moleculares que incluyen la energia electrostatica

(Ees), la energia de Van der Waalls (E,qw) y energias internas (E,,.) que en este caso fueron
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obtenidas utilizando el programa CHARMM27; YASA es el término debido al costo de introducir a
la proteina en un medio acuoso (cavitacion); Gsonacion €5 12 energia libre de solvatacion que se
obtiene al pasar la molécula de un medio vacio a un medio acuoso y por ultimo, la entropia del

sistema.

Las simulaciones realizadas con RIPsc se utilizaron dos sustratos, una adenina y una guanina. De la
misma manera y con el fin de comparar los resultados obtenidos también se simularon dos
sistemas adicionales con RIPs que cuentan con estructuras cristalograficas publicadas. Tales
sistemas fueron la RIP de Phytolacca dioica (pdb ID:2QES) que se eligié debido a la similitud de su
secuencia con RIPsc pero una resolucién atémica mayor (1.24 A) y la RIP de Shigella dysenteriae

(pdb ID:1R4Q) que fue elegida por tratarse de una RIP bacteriana.

6.6 MANIPULACION DE ADN

La manipulacién de ADN en todos los casos fue llevada a cabo bajo técnicas estandar (Sambrook
et al., 1989; Kieser et al., 2000). Los plasmidos y oligonucleétidos usados en el trabajo son listados
en apartados anteriores. Las endonucleasas de restriccion y las enzimas de modificacion de ADN
fueron provistas por Promega y Fermentas. Se realizaron reacciones estandar de PCR utilizando
las enzimas Go-taq (Promega) y pfu (Fermentas). Generalmente, los fragmentos obtenidos de
PCR fueron clonados en pGEMT-Easy o en pJET 1.2/blunt y después transferidos al vector
escogido. Los oligonucleotidos fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La
secuenciacion del ADN fue llevada a cabo por el laboratorio divisional de Biologia Molecular de la
UAM-I. EI ADN plasmidico fue aislado utilizando el kit de purificacién “Wizard Plus SV Miniprep
ADN purification System” de Promega Inc. El ADN fue extraido de geles de agarosa 1% usando el
kit “Wizard SV Gel and PCR Clen-up System” de Promega Inc. Los marcadores de peso molecular
fueron provistos por Promega y Fermentas. Las ligaciones se llevaron a cabo con el uso de la T4

ligasa provista por Promega.
Transformacion de E. coli

La transformacion de E. coli se llevdé a cabo por medio de electroporacion, para lo cual se
prepararon células electro-competentes de la siguiente manera: se aislaron colonias de la cepa de
E. coli adecuada. Se seleccion6 una colonia y se sembré en 5 ml de medio LB suplementado con el
antibiético necesario de acuerdo a la cepa, el cultivo se incubb overnight a 37 °C con una

agitacion de 300 rpm. Inmediatamente se inocularon 50 ml de medio LB suplementado con el
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antibiotico adecuado con 1 ml del pre-cultivo y se incubd a 37 °C y a 300 rpm hasta alcanzar una
OD¢go de 0.6. En ese momento el cultivo se centrifugd a 3600 x g el pellet obtenido se lavé con 5
ml de agua esteril una vez y 2 veces con glicerol al 10%. Las células se re-suspendieron en un
volumen adecuado de glicerol, se dividieron en alicuotas de 50 pl en tubos eppendorf y se
congelaron con nitrégeno liquido, una vez congeladas se almacenaron a -80°C hasta su uso. Para
la transformacién se mezclaron 5 pl de la construccion con 50 pl de células electro-competentes y
se electro-poraron con el uso de un electro-porador eppendorf 2510, en cubetas de 0.1 ¢cm

provistas por BioRad, el voltaje de transformacion fue de 1100 V.
Transformacion de Streptomyces

La transformacion de los estreptomicetos se llevo a cabo mediante el uso de protoplastos de las
cepas a transformar y con el uso de poli-etilenglicol que actia como desestabilizador de la
membrana y facilita asi la captura de ADN exdgeno. Los protoplastos se prepararon de la siguiente
manera: se colocd un pre-cultivo en medio phage inoculado con 100 yl de una suspensioén de
esporas (1 x 10°) y se incubé 30°C y 220 rpm durante 24 h. Después del tiempo de incubacioén,
se inocularon 45 ml de medio S suplementado con glicina a una concentracion final de 0.8% con
los 5 ml del pre-cultivo previamente homogenizado y se incubé durante 24 h a 30°C y 220 rpm.
La biomasa obtenida se colecté por medio de centrifugacion (3600 x g y 5 min.) y se lavd con
solucion salina. Después se re-suspendié en 5 ml de buffer PTC (Sacarosa, 103 g/I; K,SO,4 0.25
g/l; MgCl,.6H,0, 2.03 g/I; CaCl,.2H,0, 2.94 g/I; TES buffer (pH7.2, 0.25 M), 80 ml/[; Solucién de
elementos traza (ZnCl, 40 mg/l; FeCl3.6H,0, 200 mg/l; CuCl,.2H,0, 10 mg/l; MnCl,.4H,0, 10
mg/l; Na;B,0,.10H,0, 10 mg/l; (NH,)s MO,0,4.4H,0, 10 mg, 2 ml/l.), suplementado con
lisozima a una concentracion de 10 mg/ml y se incubé a 30°C a 120 rpm. La suspension se
monitore6 por medio de la observacion al microscopio hasta que se observd la formacion de
protoplastos (30 min. aproximadamente). Una vez obtenidos los protoplastos se agregaron 10 ml
de PTC y se resuspendi6 por pipeteo, la suspension se centrifugé a 800 rpm durante 5 min. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se centrifugé nuevamente a 3600 x g durante 5 min.
El pellet obtenido se lavo con 5 ml de PTC y después se resuspendio en el volumen necesario para
tener un valor de densidad optica de 1. De la suspension de protoplastos obtenida se hicieron
alicuotas de 200 yl que se almacenaron a -80°C hasta su uso. Para transformar se descongel6 una
alicuota de protoplastos en un bafno de agua a 37°C, se agregarén 10 pl de ADN plasmidico y se
mezclé cuidadosamente por pipeteo. Se agregaron 500 pl de PEG 6000 al 35%(v/v) y se mezcld

por pipeteo La mezcla se incub6 durante 5 min. a temperatura ambiente. Después del tiempo de
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incubacion se inocularon cajas de medio R, con 150 pl de mezcla de transformacion y se
incubaron a 30°C durante 24 h. Después de este tiempo se agrego el antibiotico de seleccion a las
cajas por medio de la técnica de difusion en agar y se incubaron a 30°C hasta obtener

transformantes.

Seleccion de transformantes

Para llevar a cabo la seleccion de transformantes, en primer lugar se hizo uso de los marcadores
moleculares adecuados que confieren resistencia a algun antibiético pero también en algunos
casos fueron seleccionadas por medio de la técnica de PCR de colonia. Para el caso de E. coli
primero se prepar6é la mezcla de PCR de manera habitual conteniendo los oligos adecuados que
flanquean la zona a comprobar. Después con la ayuda de una punta estéril se pico la colonia en
cuestion y se dejoé remojando dentro del tubo con la mezcla de PCR durante 2 min. para ser
utilizada como ADN molde. Por otro lado en el caso de los Streptomyces, primero se liso la colonia
a seleccionar en 10 pl de DMSO. Después, 1 yl de la mezcla de lisis se transfirié a un tubo de PCR

conteniendo la mezcla habitual para la reaccion.

6.7 MANIPULACION DE ARN

El reto principal en la manipulacion de ARN es mantener las condiciones adecuadas para poder
obtener ARN de calidad, libre de contaminantes y en buena concentracion. Las RNAsas son
proteinas altamente estables y dificiles de inactivar (Fleige et al., 2006). Por tal razén, todo el
trabajo realizado con ARN se llevé a cabo bajo esterilidad y asepsia absoluta, de acuerdo a
condiciones estandar (Sambrook et al.,1989). Los métodos utilizados para la extracciéon de ARN
total fueron la técnica del trizol y el sistema del kit de extraccion SV Total RNA isolation system de
Promega. La calidad del ARN obtenido se midié en un espectrofotémetro nanodrop 2000 provisto
por Thermo scientific. En los casos necesarios, se realiz6 la electroforesis de ARN bajo condiciones
desnaturalizantes con el uso de formaldehido (3 ml por cada 50 ml de agarosa 1%) y con el buffer
de corrida MAE (10X, 0.2 M MOPS, 50 mM acetato soédico y 10 mM EDTA, ajustado a pH 7.0 con
NaOH.). El agua y todas las soluciones utilizadas para cada experimento de manipulacién de ARN

fueron tratadas con DEPC y preparadas o almacenadas en recipientes libres de nucleasas.
RT-PCR

La técnica de transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR) consiste en el empleo de una transcriptasa

reversa para generar un ADN complementario a partir de un ARN mensajero especifico, y
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posteriormente, amplificar este ADN complementario por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa clasica. Su aplicacion es util en el estudio de la expresion génica a nivel semi-
cuantitativo o cualitativo. Para la realizacion de esta técnica molecular se uso el kit One step RT-
PCR provisto por Quiagen, bajo las indicaciones del fabricante. El ARN total utilizado como molde
fue previamente tratado con DNAsas con el fin de eliminar resultados debidos a la contaminacion
por ADN. Como control negativo se corrié un PCR clasico utilizando ARN como molde, para el
control positivo en cuanto a la calidad del ARN se utiliz6 como house-keeping gene la sub-unidad

alfa de la ARN polimerasa (rpoA).
Northern-blot

La hibridacion de acidos nucleicos es una técnica Gtil en la deteccion de moléculas especificas.
Northern-blot es el nombre dado a la hibridacion a partir de ARN para buscar la sefal de un ARN
mensajero con el uso de una sonda marcada radiactivamente y determinar la expresion génica. La
técnica fue utilizada para obtener resultados cuantitativos de la expresion de ripsc para lo cual, se
aisl6 ARN total por medio de la técnica de trizol. Se separaron 10 pg de ARN total por medio de
electroforesis en geles desnaturalizantes (3 ml de formaldehido por 50 ml de agarosa 1%).
Después de la separacion las muestras fueron transferidas a membranas de nylon hybond N
provistas por amersham bajo condiciones estandar (Sambrook et al; 1989) usando como buffer
de transferencia SSC 1X (10x NaCl 1.5 M + Citrato de sodio 0.15 M, ajustado a pH 7 con HCI 0.1
N.). Las muestras de ARN transferidas fueron fijadas por medio de NaOH 0.05 M. Para la
hibridacion se utilizaron como sonda 50 ng del gen amplificado ripsc que se marcod
radiactivamente con el isétopo 32P y con el uso del kit labelling beads provisto por amersham
siguiendo las instrucciones del fabricante, como control positivo se fij6 a un trozo de membrana la
sonda sin marcar, las sefales fueron reveladas en una pelicula Hyperfilm™ MP provista por
amersham, la medicion de las senales se hizo por medio de densitometria con el uso del programa

image).
PCR en tiempo real (QRT-PCR)

La técnica de PCR en tiempo real es una técnica que permite detectar, amplificar y cuantificar
secuencias especificas de ADN. Ademas de proporcionar informacion cuantitativa el hecho de que
los datos sean tomados en la fase exponencial del proceso de amplificacion, permite detectar
pequenas variaciones en la cantidad de ARN inicial siendo por tanto un método muy sensible. Para

la realizacion de la técnica con la finalidad de estudiar la expresion de ripsc en primer lugar se aislo
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ARN total con la ayuda del kit de extraccion SV Total RNA isolation system de Promega, después
se cuantificé y evalud la calidad de las muestras con el uso de un espectrofotometro nanodrop
2000. Con la finalidad de normalizar las muestras y evitar variaciones en la expresion debidas a
concentraciones dispares entre muestras se realizé una corrida de qRT-PCR para amplificar la sub-
unidad alfa de la ARN polimerasa utilizada como gen house-keeping y con los valores de CT
obtenidos se ajusté la concentracion de ARN en todas las muestras. Para obtener de manera
cuantitativa los valores de expresion de ripsc, se realizé una curva patron de 5 puntos tomando
como molde la construccion pET-ripsc y con los oligos que flanquean la region codificante ripsc,
las concentraciones utilizadas para la curva patrén fueron en el rango de 20 ng'y 2 x 10 ng con
una variacion de 10 ordenes de magnitud por punto. La quimica de deteccion usada fue SYBRN
Green bajo el uso del kit EXPRESS One-Step SYBR® GreenER™ provisto por invitrogene y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El termociclador utilizado para las corridas de qRT-
PCR fue un Rotor-Gene RG-3000 de Corbett Research, los datos fueron analizados con el

software provisto por el fabricante del equipo.
Determinacion de la actividad N-glicosidasa por qRT-PCR

La caracteristica principal de las RIPs es su capacidad de remover una adenina especifica en la sub-
unidad mayor de los ribosomas sobre los cuales actian por medio de la escision de un enlace
glicosidico. Melchior y colaboradores desarrollaron un método basado en la técnica molecular
qRT-PCR por medio de la cual se aprovecha el hecho de que la transcriptasa reversa agrega de
manera preferencial una T cuando encuentra un sitio sin base en el ARN durante la amplificacion,
de tal manera puede detectarse el dano de manera especifica sobre ribosomas tratados con una
RIP (Melchior et al., 2010). La actividad N-glicosidasa de RIPsc fue medida sobre ribosomas de E.
coli BL21(DE3)plysS-[ pet-ripsc]. En primer lugar, se disefiaron dos pares de oligos, el primer par
(23S-FC y 23S-RC) que flanquea la secuencia del ARN ribosomal afectada por RIPsc y usados
como control y el segundo par (23S-FAde y 23S-RAde) disefiado para detectar de manera
especifica la secuencia del rARN de E. coli alterada por RIPsc con una trasversion A-T. Después se
tomaron muestras de cultivos de E. coli BL21(DE3)plysS-[pet-ripsc] inducida con IPTG 1mM,
durante diferentes puntos de la curva de crecimiento y se extrajo ARN total con el uso del kit SV
Total RNA isolation system de Promega, como control negativo se utilizé un cultivo de la misma
cepa sin induccion. Para normalizar las muestras y evitar variaciones en la expresion debidas a
concentraciones dispares entre muestras se realizé una corrida de qRT-PCR del control con los

oligos (23S-FC y 23S-RC) y con los valores de CT obtenidos se ajusté la concentracion de ARN en
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todas las muestras. Con las concentraciones de ARN ajustadas en cada muestra, se hizo la corrida

de evaluacion con los oligos 23S-FAde y 23S-RAde.
6.8 MANIPULACION DE PROTEINAS.

El conocimiento de las secuencias de ADN que integran nuestros genes no tiene un gran valor, si
no se identifica cual es la funcion de dichos genes, en su caso, para que proteinas codifican. En el
estudio de la aplicacion de RIPsc se construyeron proteinas quiméricas con el objetivo de brindar
especificidad. En primer lugar se sobre-expresé la proteina de interés en E. coli BL21(DE3)plysS y
después se separ6 en fracciones solubles e insolubles, dichas fracciones fueron analizadas en geles

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Sobre-expresion proteica por induccién en E.coli BL21(DE3)pLysS

La sobre-expresion de las proteinas quiméricas PEP-RIPsc y RIPsc-PEP fue llevada a cabo en el
sistema de expresion pET17b con células de E. coli BL21(DE3)pLysS, que es regulado bajo la
induccion con IPTG. Para inducir, primero se tomo6 una colonia transformada, se pre-cultivd en 5
ml de medio LB suplementado con ampicilina a una concentracion final de 50 pg/ml y
cloranfenicol a una concentracién final de 32 ug/ml en condiciones de crecimiento para E. coli
(37°C, 200 rpm). Los 20 ml del pre-cultivo fueron utilizados para inocular 600 m| de medio LB
con el antibiético correspondiente. Después de la inoculacion se incub6 a 37°C y se monitoreo la
densidad 6ptica hasta alcanzar un valor de 0.8. Una vez alcanzada la densidad 6ptica 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 incub6 durante 4 h. Al terminé de las 4 h se
recogio el pellet por medio de centrifugacion. El pellet se almacend a una temperatura de -20°C

hasta su uso (no mas de 5 dias).
Separacion de fracciones proteicas 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, 2 h, 3 h y 4 h. Las muestras fueron
centrifugadas (3 min. 10 000 x g). Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en 57 ul ATRIT
(10% sucrosa, 50 mM Tris-HCI, pH 8), con la adicién de 19 pl de soluciéon de lisozima (20 mg/ml),
la mezcla se incubd durante 15 min. a temperatura ambiente. Después de la incubacion se agregd
a la mezcla 76 pl of CTRIT (0.2% Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8). Las
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muestras fueron mezcladas con un vortex e incubadas durante 5 min. a temperatura ambiente.
Después las células se lisaron por medio de congelamiento (N, liquido) y descongelamiento (H,0
a temperatura ambiente), las muestras obtenidas se centrifugaron durante 5 min. 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-HCl, pH 8), resuspendido en 167 pl de
TRIT (3 vol. ATRIT, 1 vol. ATRIT and 4 vol. CTRIT) y mezclado con 33 yl de buffer de carga para

proteina para el subsecuente analisis con electroforesis SDS-PAGE.
Electroforesis SDS-PAGE

Las fracciones proteicas obtenidas de los extractos bacterianos fueron separadas por medio de
electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5% y tefidas con azul brillante de

Coomassie (CBB por sus siglas en inglés), para poder ser visualizadas.
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RESULTADOS



“When you make the finding yourself ,
even if you're the last person on Earth to see the light,
you’ll never forget it”

Carl Sagan

7.1 Analisis in silico de la estructura y actividad de la RIP hipotética de

Streptomyces coelicolor

La secuencia de RIPsc fue analizada con la ayuda de herramientas computacionales como BLAST,
DNA man, Signal P y VMD con el objetivo de hallar informacion predictiva acerca de su estructura
y actividad, dentro de los resultados obtenidos en primer lugar se determin6é que en contraste a
las Shiga toxinas ((nicas RIPs bacterianas conocidas), la RIP de Streptomyces coelicolor es una RIP
del tipo 1, codificada por un solo gen y compuesta ademas por un péptido sefal delante del

dominio RIP.

Por otro lado, para poder predecir la estructura terciaria de RIPsc se usé la base de datos PDB en la
que se encuentran almacenados las secuencias, modelos y estructuras cristalograficas de las
proteinas estudiadas previamente. En el analisis se determinaron las estructuras con similitud
significativa. Dicha determinacion se lleva a cabo comparando la secuencia en estudio con las

secuencias disponibles en la base de datos. Las proteinas encontradas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. RIPs reportadas por PDB con similitud mayor al 14% con respecto a S. coelicolor

Resolucion Similitud

PDB ID . Nombre de la proteina Organismo
(A) %
1ABR 2.14 abrin-a Abrus precatorius 15
1AHA 2.2 o-momorcharin Momordica charantia 16
1AHB 2.2 o-momorcharin Momordica charantia 16
1AHC 2.2 o-momorcharin Momordica charantia 16
1BRY 2.1 bryodin | Bryonia dioica 15
1CE7 2.7 RIP type Il Viscum album 19
1CF5 2.55 B-momorcharin Momordica charantia 15
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1Qd) 2.1 pOke\A;izfe?gtiViral Phytolacca americana 16
1576 2.05 rRNA n-glycosidase a Viscum album 16
1TFM 2.8 himalayan mistletoe RIP Viscum album 20
1YF8 2.8 B—galactosi.de—specific Viscum album 20
lectin 4
2G5X 1.7 RIP Lychnis chalcedonica 22
2MLL 2.7 RIP type i Viscum album 19
20QA 1.4 luffaculin 1 Luffa acutangula 15
20QN3 3.5 agglutinin-1 Abrus precatorius 16
2R9K 2.7 B—galactosi‘de—specific Viscum album >
lectin 1
2RG9 1.95 P —galactosi'de—specific Viscum album 16
lectin 1
27ZR1 2.6 agglutinin-1 Abrus precatorius 17
3BWH 1 cucurmosin Cucurbita moschata 15
3CTK 1.8 rRNA n-glycosidase Bougainvillea spectabilis 17
3HIQ 2.19 vacuolar saporin Saponaria officinalis 16
3KTZ 1.6 RIP gelonin Gelonium multiflorum 16
3KUO 1.9 RIP gelonin Gelonium multiflorum 16

La similitud de las estructuras encontradas es baja, apenas mayor a un 14%, pero es interesante
resaltar que la secuencia de RIPsc conserva residuos importantes del sitio activo de las RIPs, lo que
puede constatarse por medio del alineamiento de la secuencia de RIPsc con la secuencias de
proteinas RIP estudiadas y caracterizadas (Figura 10). Bajo este hecho se sugiere que a pesar de
que RIPsc presenta baja similitud en la secuencia total, la conservacion de los residuos importantes

para el sitio activo hacen que tenga actividad N-glicosidasa caracteristica de cualquier RIP.
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia de las estructuras estudiadas en este trabajo. Las posiciones subrayadas en
negritas se refieren a posiciones semiconservadas (verde), conservadas (azul) e idénticas (rojo) del alineamiento

Por otro lado y de acuerdo a las secuencias similares encontradas, se estableci6 el modelo
estructural teorico de RIPsc con la ayuda del programa i-Tasser. Dicho programa analiza las
estructuras disponibles y las compara con la secuencia de la proteina estudiada para encontrar el
mejor modelo probable. El programa i-Tasser determiné cinco modelos con base a las estructuras
mostradas en la tabla 4. De los cinco modelos obtenidos, el elegido fue el que present6 un valor de
C-score de 0.83 que es el mas cercano a 2 (Figura 11 Modelo de RIPsc elegido). El C-score es una
funcion de medida desarrollada para el servidor i-Tasser que correlaciona la densidad relativa de
agrupamiento estructural, tomando en cuenta los modelos existentes de proteinas estudiadas,

con la puntuaciéon de importancia en el consenso de varias plantillas de plegamiento. Dicho valor

de laRIP de S. coelicolor y las estructuras de la Tabla 3.

estima la exactitud del modelo predicho y entre mas cercano a 2 es mas confiable.
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Tabla 4. Estructuras cristalograficas usadas por i-Tasser para determinar el modelo de RIPsc

PDB ID Resolucion Proteina Organismo Score vs.
(A) RIPsc

3KUO 1.90 Gelonina Gelonium multiflorum 16
2VLC 2.95 Cinamomina lll Cinnamomun camphora 15
1IFT 1.8 Ricina Ricinus communis 14
1ABR 2.14 Abrina Abrus precatorius 15
1BR6 2.30 Ricina Ricinus communis 14
1HWM 2.80 Ebulina Sambucus ebulus 15
1FMP/3RTI 2.80 Ricina Ricinus communis 14

Figura 11. Residuos semiconservados (verde), conservados (azul) e idénticos (rojo) obtenidos del alineamiento de la
RIPsc y las secuencias de la Tabla 4 mapeados en el modelo obtenido por i-Tasser.
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Después, el modelo teorico obtenido de RIPsc se compard con el modelo cristalizado de
Phytholaca dioica, para lo cual se acoplaron ambas estructuras con el programa VMD (Figura 12).
Con el acoplamiento se observa claramente la similitud del plegamiento final de RIPsc con las RIPs
y se demuestra que el modelo obtenido cuenta con las caracteristicas estructurales importantes

para llevar a cabo la ctividad N-glicosidasa a pesar de presentar baja similitud.

Figural2. Acoplamiento estructural de RIPsc (naranja) y RIP de P. dioica realizado con el programa VMD.

Ademas de la prediccion de la estructura de RIPsc y de su similitud con las estructuras de RIPs
conocidas, un punto no menos importante es el analisis de la estabilidad del modelo obtenido, que
en este caso, se estudid por medio de dinamica molecular. De acuerdo con los resultados, la
estructura predicha para RIPsc es estable a través del tiempo. La estabilidad se demuestra con las

graficas de la RMSD (Figura 13, RIPsc, linea roja) que indica la superposicion de los conjuntos de
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coordenadas atomicas de los atomos pesados, asi como una distancia media cuadratica minima (o
RMSD, de Root Mean Square Deviation, o desviacion de la media cuadratica) de la estructura
simulada en medio acuoso a través del tiempo. En la grafica puede observarse la fluctuacion de la
estructura en un sistema acuoso, dicha fluctuacion es debida a la variacion en la conformacion de
la estructura debida al sistema en el que se encuentra. La observacion mas importante del
resultado es que la estructura se estabiliza y deja de fluctuar, demostrandose asi que el modelo es
confiable. Ademas en la grafica se muestra la RMSD de la RIP de Phytolacca dioica (linea negra) en
las mismas condiciones para RIPsc y se observa que el comportamiento es similar. La estructura de
P. dioica es una estructura cristalografica por lo que el hecho de contar con la comparacién de su

RMSD con la RMSD de RIPsc sustenta la estabilidad del modelo obtenido para RIPsc.
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Figural3. RMSD con respecto al tiempo de RIPsc de S. coelicolor (en rojo) y de la RIP de P. dioica (negro) obtenida por
medio de dinamica molecular.

Luego de analizar la estabilidad del modelo obtenido para RIPsc y demostrar de manera teorica su
confiabilidad también se examinaron caracteristicas importantes en la estructura de RIPsc para el

desarrollo de la actividad N-glicosidasa tipica de las proteinas Inactivadoras de los ribosomas, en
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primer lugar se delimito el sitio activo y se compar6 graficamente con el sitio activo de la RIP de P.
dioica (Figura 14), observandose alta similitud en la configuracién espacial de ambos. Por otro
lado se llevé a cabo la simulacion de la preferencia de RIPsc por dos sustratos distintos, adenina y
guanina, esto en base a los reportes que demuestran que algunas RIPs como PAP ademas de
remover la tipica adenina remueven también guanina (Kurinov et al., 1999) dandole a la proteina
caracteristicas distintas en actividad tales como un espectro mas amplio de accion. La
determinacion se realizd con el analisis de las energias libres de union de ambos sustratos (Tabla
5), obtenidas por dinamica molecular y simulaciones tal como se detalla en la seccioén de
materiales y métodos. La preferencia de RIPsc por alguno de los sustratos estudiados resulta
importante para establecer el tipo de actividad especifica que esta realiza pues en caso de
determinarse su preferencia por guanina en lugar de adenina los ensayos experimentales tendrian

que ser modificados y ajustados para demostrar dicha actividad.

Figural4. Modelo estructural teorico del sitio activo de RIPsc (naranja) y la RIP de P. dioica obtenido con el programa
VMD.
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Los resultados obtenidos de la simulacion hecha para demostrar la preferencia de RIPsc por
adenina y guanina se resumen en la tabla 5. De manera adicional se realiz6 la misma simulacion

para sistemas conocidos, por un lado la RIP de una planta (P.dioica) y por otro una RIP bacteriana

(Shiga Toxina).

Tabla 5. Energias libres obtenidas en este trabajo (kcal/mol) para la simulacion de la actividad de RIPsc con dos

sustratos distintos.

Sistema AG de Unidn AG de AG de Def. AG de Def.
Interaccion proteina Nucleétido

Planta/ADE 2.51(0.22) 2.64 (0.18) 0.00 (0.03) -0.13(0.28)
Planta/GUA 10.33(0.23) 10.36(0.16) 0.02(0.03) -0.05 (0.28)
Shiga/ADE 2.52(0.22) 2.63(0.17) 0.01 (0.03) -0.12 (0.28)
Shiga/GUA 10.35(0.23) 10.41(0.18) 0.04(0.03) -0.10(0.29)

S. coelicolor/ADE 2.46 (0.22) 2.64 (0.18) -0.05 (0.03) -0.13(0.29)
S. coelicolor/GUA 10.22 (0.23) 11.07(0.19) -0.09 (0.03) -0.76 (0.30)

En la tabla 5 se muestran los valores de las energias libres obtenidas tras la simulacién de la
actividad de las RIPs estudiadas con dos sustratos distintos, adenina y guanina. Las energias libres
que se muestran son las correspondientes a la union de cada una de las RIPs con cada uno de los
sustratos, ademas también se muestran las energias libres de interaccién de cada una de las RIPs
con cada uno de los sustratos y las energias libres generadas por la deformacion tanto de la
proteina como de los sustratos al interactuar. Resulta importante sefalar que la energia libre de
union se obtiene de la suma de las energias de interaccion y deformacion, por lo que de los datos
obtenidos puede concluirse en cada uno de los casos que la union de todas las proteinas
simuladas es mas favorable con adenina que con guanina, hecho que puede soportarse con datos
experimentales obtenidos para P. dioica y Shiga toxina (Maro et al., 1999; Sandvig et al., 1993).
Por su parte, el resultado obtenido para RIPsc predice que de manera experimental, RIPsc
mostrara actividad N-glicosidasa sobre adenina de la misma manera que ha sido demostrada para

las RIPs que se tomaron como referencia en este trabajo.
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7.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD N-GLICOSIDASA DE RIPsc.

La actividad N-Glicosidasa de RIPsc recombinante fue demostrada por medio de un ensayo
novedoso descrito por Mellchior y Tolleson (Mellchior et al., 2010), detallado en la seccion de
materiales y métodos. Este ensayo esta basado en el hecho de que la transcriptasa reversa
normalmente incorpora un opuesto de adenosina cuando encuentra un sitio lesionado en la hebra

molde que esta amplificando (Figura 15).

Sin actividad RIP

1 2
ﬂ A 5 e GUACGAGAGGA.. 3
A
u G
G A 5. GUACGAGAGGR. .3
A c‘ i B 3. oo CTACGCTCACGR . 5'
LT RIP target a-sarcin target
c-6
A
G-¢C ..
\ Con actividad RIP
G- A A G
c-6 | A 5. e CUACCAGAGCGE 3
uc .a Ribose—Ribose—Ribose—Ribose)~Ribose—Ribose
A-U
4319 A . u 4350 B 5 i GUACGEGAGGR .3
Cc 5. e GTRCGTGRAGGR e 3
3. e CATGCRACTCC T 3

Figura 15. Representacion grafica de la transcripcion reversa de una hebra de ARN dafiada por una RIP. 1. Actividad de
las RIPs en el sitio GAGA de la subunidad mayor de los ribosomas. 2. Representacion de la transcripcion reversa en ARN
sin el dafio por RIP (superior) y con dafio por RIP (inferior).

Por lo que, la actividad de RIPsc se monitore6 sobre muestras de ARN tomadas de cultivos
inducidos y no inducidos de E. coli BL21(DE3)pLysS, transformada con pET-RIPsc. Si la proteina
producida RIPsc, le causa algun dafio al rARN, la transcriptasa reversa insertara una adenosina en
el ADN complementario durante la amplificacion por qRT-PCR (Figura 16). Y debido a que se
disen6 un oligo que anilla en el sitio especifico en el que se causa el dafo, la amplificacion se

incrementara si es que RIPsc ha tenido actividad sobre el rARN alterando la secuencia.
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CUANDO HAY ACTIVIDAD N-GLICOSIDASA DE UNA RIP

5'...GUACGEGAGGA... 3 3 CATGCACTCCT.
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5'...GTACGTGAGGA... 3
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CUANDO NO HAY ACTIVIDAD N-GLICOSIDASA DE UNA RIP
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Figura 16. Proceso de amplificacion de rARN dafiado por una RIP. Parte superior, representacion de la amplificacion
cuando hay dafio en el rARN. Parte inferior, representacion de la amplificacion cuando no hay dafio en el rARN.
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Los resultados obtenidos en el ensayo de la actividad se muestran en la figura 17, en donde se
puede observar que existe un aumento importante en la transcripcion del amplicon blanco
después de la induccion de RIPsc en comparacion con el control que consta de ARN molde de un
cultivo sin induccion. Con este resultado se muestra de manera clara que RIPsc actla sobre el
rARN removiendo una adenina en el sitio conservado GAGA de la subunidad mayor de los
ribosomas de E. coli, especificamente la adenina A,s¢ en la subunidad 23S. Por lo que se le puede

considerar como una RIP clasica con actividad N-glicosidasa.
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Figura 17. Actividad rARN N-glicosidasa de RIPsc expresada en E. coli. ARN total de E. coli fue usado como molde para el
analisis de la actividad de RIPsc por medio de QRT-PCR. Las muestras se tomaron a los 150 min, 240 min y 360 min,
como control se utilizé un cultivo sin induccion del que se tomaron muestras en los mismos puntos que el cultivo de

prueba.

7.3 ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN ripsc

La expresion de un gen es el proceso mediante el cual a partir de un fragmento de ADN puede
generarse una proteina. En las bacterias, el mecanismo de expresion ocurre en dos niveles. El
primer nivel es la transcipcion, mediante el cual a partir de un gen se produce un mensaje
denominado ARN mensajero (mARN). El segundo nivel es la traduccién del mARN en una
proteina, en este proceso la secuencia del mMARN generado es leido en tripletes para ser traducidos

en aminoacidos para generar la proteina que codifica el mensaje.En algunas ocasiones, existen
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genes que son transcritos eficientemente pero por alguna razén no llegan a completar el proceso
de expresion y no son traducidos nunca en proteinas funcionales, éstos genes son denominados
“genes no codificantes (ncARN)”. Actualmente se ha demostrado que los genes no codificantes
son moléculas funcionales de ARN que podrian ser parte de mecanismos de regulacion de
funciones celulares vitales, aunque en algunos otros casos no se ha podido demostrar funcion
aparente de este tipo de ARNs pudiendo sugerirse que podrian ser solo material genético sin

funcion (Huttenhofer et al., 2005).

Recientemente se demostr6 que en el genoma de Streptomyces coelicolor se encuentra un gen que
codifica para una proteina inactivadora de los ribosomas, dicho gen ha sido denominado ripsc
(Reyes et al., 2010). Para RIPsc se demostrd que la expresion heterdloga del gen ripsc codifica de
manera eficiente una proteina con actividad inactivadora de los ribosomas aunque cabe sefalar
que al haber estudiado la funcion del gen de manera heteréloga no demuestra la existencia de

regulacion en el organismo productor.

Al tratarse de una proteina con caracteristicas toxicas se sugiere la existencia de mecanismos de
regulacion que solo pueden ser develados con el estudio de la expresion por lo que se han

disehado dos experimentos para dicho estudio.

Como se menciond con anterioridad la expresion de un gen consta de dos niveles que en el caso

de estudio se experimentd con dos estrategias distintas:

a) Estudio de la transcripcion del gen ripsc por medio de RT-PCR, northern-blot y qRT-
PCR
b) Estudio de la traduccion de la proteina RIPsc por medio de la fusién del gen reportero

que codifica para la proteina verde fluorescente (EGFP).

7.3.1 ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN ripsc POR MEDIO DE RT-
PCR, NORTHERN-BLOT Y qRTPCR

Para evaluar la trascripcion del gen ripsc el primer experimento realizado fue la amplificacion del
gen por medio de transcripcion reversa, partiendo de ARN total como molde, el objetivo de dicho

experimento es evaluar la presencia de ARN mensajero correspondiente a la transcripcion del gen
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en cuestion; para dicho experimento se sigui6é la metodologia descrita en la Figura 18. Para la

reaccion de transcripcion reversa se utilizo el kit “One Step RT-PCR” de Quiagen.

Cultivo de pre-inoculo en 5 ml de
medio phage partiendo de esporas
(1x10%

y

Inoculo de 50 ml de medio phage
con 5 ml de pre-inoculo
homogeneizado

}

Toma de muestras cada 24 h

v

Extraccion de ARN total por medio de

la técnica del trizol

y

Limpieza de ARN con DNAsa, electroforesis
en agarosa de ARN, PCR sobre ARN para
comprobacidn de pureza, medicién de
concentracion por densidad dptica

y

Preparacion de mezcla de reaccién para
transcripcién reversa

y

RT-PCR

Fig. 18 Metodologia usada para realizar transcripcion reversa del gen ripsc.

Los oligos utilizados para la reaccion se describen en la siguiente tabla (Tabla 6)
Tabla 6. Oligos utilizados para la amplificacion de ripsc por RT-PCR

RIPSC_FW 5’ tactgcagatacgcccaacaggce 3’
RIPSC_RV 5’ tacttaag tcacctttgcccgttgatgge 3°
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Las condiciones de la mezcla de reaccion son las siguientes (Tabla 7) para un volumen de

reaccion de 50 pl:

Tabla 7. Condiciones utilizados para la reaccion de RT-PCR

Componente Concentracion Volumen
Buffer de reaccion 5x 10 yl
ARN molde 100 ng 1yl
Mezcla de dNTPs 10mMc/u 2l
Oligo FW 10 mM 1.5yl
Oligo RV 10 mM 1.5yl
Mezcla enzimatica 1 u/ul de cada 2 yl
enzima
Agua libre de RNAsas - 32yl

El programa usado para la amplificacién fue como sigue (Tabla 8):

Tabla 8. Programa utilizado para la reaccion de RT-PCR

Paso Temperatura Tiempo (min)
(°Q
1 50 30
2 95 15
3 55 1
40 ciclos
4 72 3
5 72 10
6 4 o

Los controles utilizados en el experimento fueron, la amplificacion por transcripcion reversa de la
subunidad alfa de la ARN polimerasa (rpoA) que es un gen constitutivo o house-keeping gene
como control positivo para evaluar la integridad y pureza del ARN extraido y la amplificacion de
ripsc a partir de ARN total sin transcriptasa reversa como control negativo y descartar la presencia

de ADN que podria ser factor de un falso positivo.
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Los oligos utilizados para la amplificacion del house-keeping gene se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Oligos utilizados para la amplificacion de rpoA por RT-PCR

rpoA_FW 5’-gaccggcctcgaggteggete-3°
rpoA_RV 5’-cagtatccgagcaggcggecg-3’

Las condiciones de reaccion fueron las descritas en la tabla 2, con la diferencia de los oligos, el

programa usado fue el descrito en la tabla 3 con una temperatura de anillamiento de 60°C.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura 19):

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
A A A A A

Fig. 19. Gel de agarosa 1% donde se observan las bandas correspondientes al gen ripsc (R), rpoA (HK) amplificados por
RT-PCRy la ausencia de banda (P) usada como control negativo para demostrar la ausencia de ADN.

De acuerdo a los resultados se puede concluir que el gen ripsc es transcrito desde las 24 h por lo
que se esperaria poder detectar a la proteina RIPsc de manera nativa en los cultivos de S. coelicolor

a partir de este momento.

Debido a las caracteristicas de la técnica usada para medir la expresion no es posible saber si la
transcripcion del gen ripsc puede considerarse significativa para las células o simplemente se trata
de niveles basales de expresion, habiendo realizado el experimento de una manera cualitativa lo
Unico que podemos concluir es que existen transcritos de ripsc desde estados tardios de la
trofofase de la curva de crecimiento de S. coelicolor. La naturaleza toxica del gen en estudio

sugiere mecanismos de regulacion en alguno de los niveles de expresion por lo que es necesario
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implementar un método mas sensible y cuantitativo en el que se pueda observar si la transcripcion

esta en su maximo posible o es inducida por alguna condicion ambiental, nutricional o de estrés.

Con el objetivo de tener resultados preliminares en la expresion del gen ripsc y observar el
comportamiento de la expresion a través del tiempo, se realizé densitometria de las bandas
obtenidas por medio de RT-PCR, comparando la expresion del gen constitutivo con la expresion

de ripsc, los resultados obtenidos se muestran a continuacién (Figura 20)

24 h 48 h 72 h g6 h 120h 144 h

rpoA

ripsc

Unidades Relativas

24h 48h 72h 96 h 120h 144 h

Figura 20. Densitometria de la expresion de ripsc obtenida por RT-PCR. Para la densitometria se tomo6 como referencia
la expresion del gen rpoA (house-keeping gene)

Para evaluar de manera cuantitativa los niveles de transcripcion del gen ripsc se desarrollaron 2
métodos diferentes, el primero es el método denominado Northern-Blot y el segundo la técnica
denominada transcripcion reversa en tiempo real o QRT-PCR. Para buscar la expresion de ripsc se
evaluaron 2 condiciones distintas. La primera condicion evaluada fue en base a los resultados
obtenidos en el experimento con RT-PCR, por lo que se buscé la expresion en un cultivo semilla
durante las primeras 48 h. La segunda condicion se basé en las predicciones obtenidas in silico
pues al analizar la secuencia del gen ripsc, se encontré que al principio de la secuencia esta
contenido un coddn TTA que es reconocido por el Gnico ARN de transferencia existente para
dicho codon, éste ARN de transferencia es mejor conocido como bldA. La traduccion de las

proteinas que contienen en su secuencia nucleotidica un codén TTA es dependiente de la
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presencia de bldA. Al encontrar un codén TTA en la secuencia de ripsc, se propuso el estudio de la
expresion bajo condiciones en las que se expresara alguno de los metabolitos regulados por bldA,
por lo que se opt6 por tomar como metabolito indicador a la actinorodina que es regulada de esta

manera.

Ademas resulta interesante el estudio de la expresion de ripsc bajo condiciones de regulacion bldA
pues se ha propuesto que los genes regulados de esta manera pueden tener cualquiera de las
funciones representadas en la figura 21, y segun las predicciones e hipétesis acerca de la funcion
de RIPsc en S. coelicolor esta podria participar en mecanismos de defensa o apoptosis y dichas

funciones son parte de las propuestas para los genes regulados por bldA.
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Figura 21. Representacion esquematica de las funciones propuestas para los genes regulados por bldA. Adaptada de
Chater et al., 2008

Con el objetivo del estudio de la regulacion bldA se tomaron muestras en cultivos fermentativos
provenientes de un medio de produccion de actinorodina en las primeras h de produccion para
evaluar si la expresion de ripsc coincide con la expresion de los genes bldA, las muestras se
tomaron a las 0.5, 1, 2, 2.5, 3 y 4 h. De manera general el método se describe graficamente a

continuacion (Figura 22).
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Figura 22. Representacion grafica de la metodologia seguida para el estudio de la expresion de ripsc por Northern-blot.

Los resultados obtenidos tras el analisis de la expresion de ripsc con el método de Northern-Blot
muestran la ausencia de sefial (Fig. 23). Sin embargo, no es posible tener una conclusion certera,
por lo que se sugiere que la expresion encontrada por RT-PCR es de un nivel bajo no pudiéndo ser
detectada con esta técnica. La alternativa a este método es utilizar uno mas sensible como gRT-
PCR.

C. semilla C. Producciéon
||I. " JI'.

'o4 48lo5 1 15 2 25 3 4

Figura 23. Estudio de la expresion de ripsc por Northern-blot en un cultio semilla y en un cultivo de produccion,
tomando como referencia la produccion de actinorodina.
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Para mejorar el estudio de la expresion de ripsc se realizd QRT-PCR bajo la consideracion de que es
un método con mayor sensibilidad que el Northern-blot, se sigui6 la siguiente metodologia (figura
24).

Cultivo de pre-inoculo en 5 ml de medio
phage partiendo de esporas (1 x 10°)

v

Inoculo de 50 ml de medio phage con 5

ml de pre-inéculo homogeneizado

\

Toma de muestras cada 24 h

q

Extraccion de ARN total con el uso del
kit “SV Total RNA isolation” de Promega

v

Limpieza de ARN con DNAsa, PCR sobre
ARN para comprobacion de pureza,

medicion de concentracion por OD

!

Preparacion de mezcla de reaccién para

transcripcidn reversa con quimica de
deteccion SybrGreen

|

qRT-PCR

Fig. 24 Metodologia usada para realizar transcripcion reversa en tiempo real del gen ripsc

Los oligos usados en la amplificacion del gen ripsc por medio de la técnica PCR en tiempo real
fueron los descritos en la tabla 10, que amplifican un fragmento de 210 pares de bases del
dominio RIP del gen ripsc

Tabla 10. Oligos utilizados para la amplificacion de ripsc por qRT-PCR

RT-ripsc FW 5’ tgg gtt cac cag acgacc 3’
RT-ripsc RV 5’ cgt ctc cgc tcc ggg 3’
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Las condiciones de la mezcla de reaccion son las siguientes (Tabla 11) para un volumen de

reaccion de 20 yl:

Tabla 11. Condiciones utilizados para la reaccion de gRT-PCR

Componente Concentracion Volumen
Express SybrGreenER qPCR

Super Mix Universal - 10yl
Oligo FW 10 mM 0.4 yl
Oligo RV 10 mM 0.4 yl
Express SuperScript Mix for - 0.5 yl
One-Step SYBR GreenER

ARN molde (Cantidad final) 20 ng 5l
Agua libre de RNAsas - 3.7yl

El programa de amplificacion fue como sigue:

Tabla 12. Programa utilizado para la reaccién de gRT-PCR

Temperatura Tiempo
°C
50 30 min
95 2 min
40 ciclos de
95 15 sec
55 1 min

Para conocer la concentracion de las moléculas transcritas de ripsc se realizd una curva estandar
usando las mismas condiciones de reaccion y programa descritos anteriormente y variando las
concentraciones de ARN molde desde 0.002 ng/ul hasta 20 ng/yl, los puntos fijados en la curva

estandar fueron 5.

Los resultados obtenidos de la amplificacion del gen ripsc por medio de transcripcion reversa en

tiempo real se muestran en la siguiente grafica (figura 25).
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Fig.25 Grafica de expresion de ripsc evaluada por qRT-PCR combinada con la curva de crecimiento de S.
coelicolor (linea en rojo)

Las conclusiones derivadas del experimento de la amplificacion en tiempo real son que la
expresion del gen ripsc es detectable desde el inicio de la trofofase y aparentemente en niveles
bajos en comparacion con los niveles de expresion detectables para el house-keeping gene (del
orden de 107, datos no mostrados). Ademas existe contundencia con los resultados obtenidos en
la densitometria realizada para el RT-PCR que se mostré con anterioridad. La expresion es
inestable pero los niveles de expresion mas altos, hasta ahora detectados coinciden con el

momento en el que S. coelicolor sufre un decremento en el crecimiento.

7.3.2 ESTUDIO DE LA TRADUCCION DE RIPsc POR MEDIO DE LA FUSION DEL
GEN REPORTERO egfp.

Habiendo detectado transcritos del gen ripsc resulta coherente suponer que estos seran
traducidos en la proteina RIPsc y que ésta sera detectada en cultivos nativos de S. coelicolor.
Dentro de la codificacion de los genes se encuentran secuencias reguladoras, una de las mas

importantes es el promotor pues sin este la ARN polimerasa no tiene sefial del inicio de un gen. De
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la secuencia promotora depende que el gen sea detectable por la maquinaria de transcripcion y

exista mensaje o ARN mensajero que ira al ribosoma para ser traducido.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en la primera parte del estudio de la expresion del gen
ripsc se demostrd que su secuencia promotora es funcional y que no existe regulacion aparente en
el primer nivel de la expresion. El siguiente nivel es la traduccién del mensaje que en el caso sera
estudiada mediante la fusion de la region promotora de ripsc con el gen reportero egfp que
codifica para la proteina verde fluorescente y que puede detectarse de manera sencilla por medio
de microscopia de fluorescencia. En teoria, al contar con un promotor funcional cualquier
secuencia clonada debajo de este sera transcrita y después traducida de manera eficiente, dicha
fusion fue realizada por medio de PCR recombinante y después clonada en el plasmido de
replicacion autéonoma para S. coelicolor pl)486. La metodologia realizada se muestra en la figura

26.

Amplificacién del Amplificacién de la region
gen egfp por PCR promotora ripsc por PCR

v

Fusion de egfp con Pripsc por PCR

recombinante

'

Clonacidn de la fusién en
pl)486

'

Transformacién de S. coelicolor

'

Evaluacién de la traduccion de EGFP

por microscopia de fluorescencia

Figura 26. Metodologia utilizada para evaluar la traduccion de RIPSC

La técnica realizada para la fusion del gen egfp con la region promotora del gen ripsc denominada

PCR recombinante se llevé a cabo como se describe graficamente en la figura 27.
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Pps FW
PCR cefp AV
Pripsc egfp

Figura 27. Representacion grafica de la fusion de genes por medio de la técnica PCR recombinante.

La estrategia de fusion por PCR recombinante puede considerarse novedosa puesto que la fusion

se realiza tomando como molde dos fragmentos distintos correspondientes a los genes en

cuestion amplificados por PCR de manera independiente. Para poder llevarla acabo se utilizaron

dos pares de oligos como se describe en la figura 27. Un par para la amplificacién de Pripsc, el otro

para la amplificacion de egfp y finalmente la combinacion del oligo forward de la primera

amplificacion con el oligo reverse de la segunda amplificacion. Las secuencias de los oligos se

muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Oligos utilizados para fusionar Pripsc y egfp por PCR recombinante

PPSN_FW
PPSN_RV
PPSEGFPN_FW
PPSEGFPN_RV

5'tag gat ccc gec tecg agg tcg cgt tec ¢ 37
5’gcc ctt gct cac cat ggc tge age tct ggg 3°
5’ccc aga gct gca gec atg gtg age aag ggc 3
5’cgc aag ctt tta ctt gta cag ctc gtc cat gcc 3'

Las mezclas de reaccion usadas para la amplificacion se hicieron bajo las mismas condiciones con

la Gnica variacion del ADN molde, las condiciones de la mezcla se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Mezcla de reaccién montada para la amplificacion de la fusion prip-egfp

Componente Concentracion Pripsc
Buffer 10x 5ul
dNTP’s 20 uM 1yl
Oligo FW 10 uM 2.5yl
Oligo RV 10 uM 2.5yl
ADN 100 ng 1yl
Pfu ADN polimerasa 1u/pl 0.25 yl
Agua - 37.75 yl

Egfp Fusion

5ul 5l

1yl 1yl

2.5yl 2.5yl

2.5yl 2.5yl

1yl 1 pl (0.5 pl de cada

fragmento)

0.25 gl 0.25 yl
37.75 ul 37.75 ul

Los programas para cada una de las reacciones se muestran en la tabla 15:

Tabla 15. Programas realizados para la fusion de pripsc-egfp

Programa Pripsc
1. 95°C—-2min

2. 95°C—-1min

3. 65°C—-30sec

4. 72°C -2 min
Repertir desde 2, 30 veces

5. 72°C—-5min

6. Mantenera22°C

Programa egfp
1. 95°C—-2min

2. 95°C -1 min

3. 67°C—-30sec

4. 72°C -2 min
Repertir desde 2, 30 veces

5. 72°C—=5min

6. Mantenera22°C
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Los fragmentos amplificados fueron separados en un gel de agarosa 1% después de la
amplificacion por PCR, las bandas se limpiaron y se procedié a la ligacion de la fusion en el

plasmido de expresion autonoma de S. coelicor pl}486. Las bandas obtenidas se muestran en la

figura 28.

Fig. 28. Gel de agarosa 1% de separacion del fragmento fusion. Carril 1, marcador de peso molecular de 1Kb provisto
por promega. Carril 2, fragmento Pripsc. Carril 3, fragmento egfp. Carril 4, fragmento fusion.

Después de la amplificacion con la polimerasa de alta fidelidad pfu, los 3 fragmentos se ligaron en
el vector pJET 1.2 y se comprobaron por medio de la secuenciacioén. A partir de la ligacion pJET
1.2-fusién se digirié la fusion con las endonucleasas Bam HI'y Hind I, lo mismo se hizo con el

vector plj486 y se prepard la mezcla de ligacion como se describe a continuacion (tabla 16).

Tabla 16. Mezcla de ligacion para clonacion de pripsc-egfp en pl)486

Componente Concentracion  Volumen

Fragmento 60 ng 6
plj486 20 ng 1
Buffer de 10 x 2
ligacion

Ligasa 1u/yl 1.5
Agua - 9.5
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La mezcla de ligacion se incubé overnight a 4°C y se procedié a la transformacion de las cepas
M145 de S. coelicolor por medio de protoplastos con Polietilenglicol. Las transformantes
obtenidas se selaccionaron y comprobaron por medio de PCR de colonia. En la figura 29 se
muestra la fotografia de una de las transformantes obtenidas y el gel de la comprobacién de la

transformante por medio de PCR.

B

Fig. 29. A. Transformante plJ486-Fusion de S. coelicolor M145. B. Gel de agarosa 1% en el que se amplifico el fragmento
fusion a partir de la lisis de la colonia con DMSO. El marcador de peso molecular es de 1Kb provisto por promega.

Una vez obtenida la transformante plj486-Fusion el siguiente paso es la evaluacién de la
traduccion de EGFP por medio de microscopia de fluorescencia bajo diferentes condiciones de
cultivo para analizar posibles mecanismos de regulacion que podrian ser ambientales,

nutricionales o de estrés.

Para la observacion de fluorescencia de la proteina verde, se obtuvo un control positivo en
E. coli BL21 DE3 plysS. Dicho control fue obtenido mediante la clonacion del gen egfp debajo del
promotor T7 inducible por IPTG en el plasmido de expresion de E. coli pET17b. La construccion

fue obtenida como se detalla en la seccion de materiales y métodos.
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La metodologia aplicada para obtener la construccion pET17b-egfp se muestra en la figura 30.

Amplificacién del gen

egfp por PCR

Clonacién de egfp
en pJET 1.2

A 4

Secuenciacion de
egfp

A 4

Digestidn del vector pJET 1.2
con BamHI/Hindlll para liberar
el fragmento egfp

A 4

Clonacion del fragmento egfp
(BamHI/Hindll) en el vector
PET17b (BamHI/HindIll)

A 4

Transformacion del E. coli BL21
DE3 plysS con pET17b-egfp

A 4

Induccién de cultivos de
E. coli con IPTG 1ImM

A 4

Visualizacién de fluorescencia

en el microscopio

Fig. 30. Metodologia seguida para la obtencién de E. coli BL21DE3plysS-[pET17b-eqgfp] para ser usada como control
positivo en la deteccion de la traduccion de EGFP
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Los oligos utilizados para la amplificacion por PCR del gen egfp fueron los descritos en la tabla 17.

Tabla 17. Oligos utilizados para amplificar egfp
EGFP_ColiF  5'ta aagctt atg gtg agc aag ggc gag g 3’
EGFP_ColiR 5’ ta ggatcc tta ctt gta cag ctc gtc ¢ 3°

El programa de amplificacion fué como sigue (tabla 18):

Tabla 18. Programa utilizado para la amplificacién por PCR de egfp

Temperatura (°C) Tiempo
(min)
95 5
95 1
59 1
72 1
Repetir 30 veces desde el paso 2
72 5
4 0

Los resultados obtenidos después de la induccion y visualizacion de la traduccién de EGFP en el

control positivo construido en E. coli se muestran en la figura 31.

Fig. 31. Fotografia obtenida en el microscopio de fluorescencia de las células de E. coli expresando de manera eficiente a
la proteina verde fluorescente. A) Cultivo concentrado, B) Cultivo diluido 1/100.

El control positivo construido en E. coli nos demuestra que si la proteina verde fluorescente es
expresada de manera eficiente puede observarse bajo el filtro azul con lampara UV en el

microscopio de fluorescencia. Para la transformante de S. coelicolor M145, se probaron distintas
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condiciones de cultivo para buscar la expresion. Siguiendo los argumentos anteriores y tomando
como antecedente los resultados obtenidos en el analisis a nivel de transcripcion se disenaron 2
experimentos distintos. El primero en el que se enfrentd un cultivo liquido crecido durante 48 h en
medio phage de S. coelicolor M145 contra 4 hongos, Alternaria, Bauveria curvularia y
Paecilomyces, crecidos también durante 48 h en caldo PD, dicho experimento tiene la finalidad de
buscar la expresion de RIPsc como componente de mecanismos de defensa, una vez puestos en
contacto la mutante de S. coelicolor y los hongos, se monitored la fluorescencia de manera
periddica cada 24 h. Bajo condiciones de enfrentamiento a antagonistas no fue posible detectar
sefal de la proteina verde fluorescente, la razon puede ser que la sefial es baja o simplemente que

no hay expresion en las condiciones probadas.

El segundo experimento realizado se relacioné con la hipotesis de que RIPsc participa en
mecanismos de apoptosis por lo que se dejo envejecer un cultivo de la mutante egfp de S.
coelicolor en medio liquido phage durante 30 dias. La fluorescencia fue monitoreada de manera
periddica cada 24 h, de igual manera que en el experimento anterior, fue imposible detectar la
senal de EGFP. La alternativa a estos resultados es disenar experimentos con nuevas condiciones.
Como ejemplo ilustrativo de los ensayos de fluorescencia se muestra en la figura 32 el campo bajo

el cual se observo la mutante egfp de S. coelicolor enfrentada al hongo Paecilomyces.

Micelio de Paecilomyces

Micelio de S. coelicolor

CULTIVOS ENFRENTADOS

Figura 32. Fotografia tomada vista en el microscopio de fluorescencia (100 X) de cultivos enfrentados de S. coelicolor y
Paecilomyces.
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7.4 APLICACION BIOTECNOLOGICA DE RIPsc EN LA [INDUSTRIA
AGROQUIMICA

En base a los resultados obtenidos en cuanto a la incapacidad de RIPsc de introducirse a las células
y con el interés puesto en la aplicacion de ésta en el combate a fitopatogenos se disend una
estrategia experimental que consiste en la construccion de una proteina quimérica que consta de
la cadena con dominio RIP mas un péptido que le ayude a penetrar la membrana de hongos y

bacterias fitopatdgenos.

En la naturaleza, existe un grupo de péptidos denominados péptidos de penetracion celular o “cell
penetrating peptides (CPP’s)”, estos han sido descritos de manera detallada en la seccion de
antecedentes. Recientemente han sido estudiados y utilizados con el fin de servir como
acarreadores de moléculas a través de la membrana celular (Trabulo et al., 2010). La habilidad de
los CPP’s de translocarse a través de la membrana los hace la opcion adecuada para lograr el
objetivo de introducir RIPsc a los fitopatogenos de interés. La eleccion del péptido acarreador
debe llevarse bajo caracteristicas especificas para su uso posterior en la industria agroquimica,
entre las caracteristicas principales requeridas se encuentran la especificidad del péptido por
membranas fungicas y bacterianas ademas de la inocuidad al ambiente. El péptido denominado
PEP32 (RKWHFW), ha sido estudiado sobre diferentes fitopatdgenos y ha mostrado actividad
acarreadora (Marcos JF et al., 2008), ademas de no ser toxico para plantas o animales, estas
caracteristicas lo hacen un péptido optimo para el fin perseguido. La estrategia general para el

desarrollo experimental de la proteina quimérica se muestra en la siguiente figura (figura 33):

Disefio de oligos para fusion de los . ) Clonacién de la fusion en el
. Amplificacion de la fusion L
componentes de la quimera — or PCR —» vector de amplificacionpJET 1.2
(péptido-rip o rip-peptido) P y secuenciacion
\ 4
Transformacion de E. coli i i i
i I o ! Clonacién del fragmento Digestion del fragmento fusion y del
sS con i
pLY: ' «— fusion en pET17b — vector de expresién pET17b con
PET17b-fusion BamHI/Hind 11l

!

Sobre-expresién de
PEPTIDO-RIPSCyde [~
RIPSC-PEPTIDO

Pruebas de actividad sobre
fitopatogenos

Figura 33. Estrategia general para la obtencién de la proteina quimérica rip-péptido o péptido-rip
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En la estrategia planteada se contemplan dos posibilidades:

a) Fusion del péptido en el extremo amino terminal de RIPsc
b) Fusion del péptido en el extremo carboxilo terminal de RIPsc

El objetivo de fusionar el péptido en ambos extremos de RIPsc es comparar en que caso el
péptido es capaz de cumplir la funcion de acarrear a RIPsc dentro de las células sin alterar la
funcion del dominio RIP. Debido a que no existe estructura cristalografica para RIPsc no es posible
predecir un modelo muy acertado y existe la posibilidad de que la fusion interfiera en la actividad

de RIPsc por impedimento estérico.

7.4.1 FUSION DEL PEPTIDO (PEP32) EN EL EXTREMO AMINO TERMINAL DE
RIPsc

Para obtener la fusion del péptido en el extremo N-terminal de RIPsc se disefiaron los oligos
siguientes, en donde en el oligo forward se incluye la secuencia del péptido a fusionar con codones

preferenciales para E. coli (Tabla 19):

Tabla 19. Disefio de oligos para la amplificacion de la fusion péptido-ripsc.

PEPRIP_FW  5' TAGAGCTCATGCGTAAATGGCATTTTTGGGATACGCCCAACAGGC 3
PEPRIP_RV 5"TAGGATCC TCACCT TTGCCCGTTGATGGC 3

El programa de amplificacion para la fusién péptido-ripsc fue como sigue:

Tabla 20. Programa de amplificacion para la fusion péptido-ripsc

Temperatura (°C) Tiempo
(min)
95 5
95 1
66 1
72 1
Repetir 30 veces desde el paso 2
72 5
4 e}
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El fragmento fusion fue verificado por medio de la separacion en un gel de agarosa 1%, figura 34.

« - |e=821pb

Fig 34. Fragmento fusion péptido-ripsc obtenido por medio de PCR. Marcador de peso molecular 1Kb de promega

Una vez obtenidos los genes fusionados con la polimerasa de alta fidelidad pfu, el fragmento
fusion fue clonado en el vector de amplificacion pJET 1.2. A partir de la construccion pJET1.2-
péptidoripsc, se obtuvo el fragmento fusion por digestion con las enzimas BamH! y Sacl, de la
misma manera el vector de expresion pET17b fue digerido con las mismas enzimas y tratado con
fosfatasa alcalina. La clonacion del fragmento fusion péptido-ripsc en pET17b resulta en la
construccion pET17b-péptidoripsc, que se uso6 para la sobre-expresion de PEP-RIPSC en E. coli. La
construccion pET17b-péptidoripsc fue comprobada por linearizacion con la enzima de restriccion

BamHI (Fig 35).

== 4127 pb

Fig 35. Construccion pET17b-peprip linearizada con BamHI. Marcador de peso molecular de 1Kb de promega
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Una vez comprobada la construccion, se transformo a E. coli BL21(DE3)plysS por electroporacion
obteniéndose la cepa E. coli BL21(DE3)plysS-[pET17b-peprip], con estd cepa se montaron
cultivos y se indujé la sobre-expresion de PEPRIP, como control se cultivé la misma cepa pero sin

induccion.

Para llevar a cabo la induccién se hizo un pre-cultivo de 5 ml de LB suplementado con ampicilina y
cloranfenicol durante una noche (overnight) a 37°C. Al dia siguiente se inocularon 20 ml de medio
LB con 1 ml del pre-cultivo y se suplementé con ampicilina y cloranfenicol. Se incubé a 37°C y se
monitoreo la densidad 6ptica. Una vez que el cultivo alcanz6 0.8 de DO, se agregaron 200 ul de
una solucion de IPTG 100 mM para obtener una concentracion final de 1mM. Se sigui6 la curva de

crecimiento y se obtuvo la siguiente grafica (fig 36).
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Fig. 36 Cinética de induccién de PEPRIP en E. coli BL21(DE3)plysS-[pET17b-peprip]. El cultivo se realizb en
medio LB a una temperatura de 37°C y con agitacion de 250 rpm, las muestras se tomaron cada 30 min. y al
alcanzar una densidad 6ptica de 0.8 se agregd IPTG a una concentracion final de 0.1 mM para inducir la
expresion de RIPsc, como control se utilizé un cultivo sin inducir.

De acuerdo con la grafica se puede observar que el cultivo inducido sufre disminucion notable en

crecimiento a partir del momento de la induccién, lo que puede ser debido al efecto de la sobre-
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expresion de PEPRIP puesto que se trata de una proteina de naturaleza toxica, resulta importante
resaltar que el efecto es notable atn con los controles que posee la cepa hospedera, lo que sugiere

que la proteina de fusion presenta la actividad deseada al menos sobre E. coli.

Durante el progreso de la curva de crecimiento del cultivo inducido, se tomaron muestras a las O
h, 2 hy 4 h de la induccién para realizar fraccionamiento proteico. La finalidad de la separacion de
la fracciones fue analizar la naturaleza de la proteina heterdloga PEPRIP y verificar si se encuentra
en el cultivo de manera nativa o en cuerpos de inclusion. En caso de encontrarse en cuerpos de
inclusion tendria que llevarse a cabo un proceso de renaturalizacion proteica para obtenerla en su
forma activa. El proceso de fraccionamiento proteico se llevo a cabo lisando a las células con
lizosima y separando fracciones con buffers conteniendo detergentes y sales, tal como se desribe

en la seccion de materiales y métodos.

Las fracciones proteicas obtenidas fueron separadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida

(SDS-PAGE) al 12.5%, y tefidas con azul de Coomasie (Fig. 37).

Oh 2h 4h
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Fig. 37. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE al 12.5% para la separacién de PEP-RIP. tefiido con azul de coomasie. Las
muestras separadas en el gel corresponden a las fracciones, T=Proteinas totales, S=Proteinas solubles, I=Proteinas
insolubles, dichas fracciones fueron separadas de muestras tomadas a las O h, 2 h y 4 h de la induccion. En cada carril se
cargaron 20 yl de muestra. Marcador de peso molecular All blue de Biorad.
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En la figura 37 se observan las bandas correspondientes a las proteinas obtenidas en las fracciones
total, soluble e insoluble, la banda esperada correspondiente a la fusion PEPRIP es una banda de 30
kDa, de acuerdo con lo observado, no fue posible detectar la expresion de PEPRIP, lo cual podria
deberse a que al tratarse de una proteina toxica, la expresion sea baja y no se detecte con azul de

coomasie.

Con el fin de encontrar la banda correspondiente a la proteina fusiéon se probaron diferentes
condiciones de cultivo dentro de las cuales esta la variacion en la concentracion de IPTG, se
probaron concentraciones de 0.1 mM, 0.5 mM y 100 mM, de la misma manera se vari6 la
temperatura de incubacion, las temperaturas probadas fueron 20°C, 25°C y 37°C. En ninguna de
las condiciones probadas se obtuvieron buenos resultados, se sugiere que la concentracion de la

proteina quimérica obtenida tras la induccion es baja y no puede ser detectada por este método.

7.4.2 FUSION DEL PEPTIDO (PEP32) EN EL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL
DE RIPsc

Para fusionar el péptido en el extremo carboxilo terminal de RIPsc se ha seguido la metodologia
descrita en la figura 33, la amplificacion de los genes fusionados se llevé a cabo por PCR utilizando
los oligos descritos en la tabla 21, dentro del oligo reverse se encuentra codificado el péptido a

fusionar con codones preferenciales para E. coli.

Tabla 21. Disefio de oligos para la amplificacion de la fusion ripsc-péptido.

RIPEP_FW 5 TA CATATG GATACGCCCAACAGGCAGACAACATACATTGATTTCC3’
RIPEP_RV 5" TA CTCGAG TCACCAAAAATGCCATTTACGCCTTTGCCCGTTGATGG 3’

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo con la enzima de alta fidelidad VENT, bajo las

siguientes condiciones (Tabla 22):

Tabla 22. Programa de amplificacion para la fusion ripsc-péptido

Temperatura (°C) Tiempo
(min)
95 5
95 1
55 1
72 1
Repetir 30 veces desde el paso 2
72 5
4 o0
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El fragmento fusion fue verificado por medio de la separacion en un gel de agarosa al 1%, figura

38.

<= 321 pb

Fig.38. Fragmento fusion ripsc-péptido obtenido por medio de PCR. Marcador de peso molecular de 1 Kb de
promega

El gen fusion obtenido ripsc-péptido fue clonado en el vector de expresion pJET 1.2 y verificado
por secuenciacion. A partir de la construccion pJET 1.2-ripsc-péptido, se liberé por digestion el
fragmento ripsc-péptido con las enzimas Ndel y Xhol, a su vez el vector de expresion pET17b fue
digerido con las mismas enzimas y tratado con fosfatasa alcalina. Ambos fragmentos fueron
ligados y con la construccion obtenida se transformé E. coli BL21(DE3)pLysS obteniéndose la
transformante E. coli BL21(DE3)pLysS-ripsc-péptido. La transformante obtenida se cultivd e
indujo para sobre expresar a la proteina de fusion RIPsc-PEP. Con el objetivo de evaluar el efecto
de la expresion de RIPsc-PEP sobre E. coli, se sigui6 una curva de crecimiento que se muestra en la

figura 39.
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Fig. 39 Cinética de induccién de RIP-PEP en E. coli BL21(DE3)plysS-[pET17b-ripep]. El cultivo se realizo en medio LB a
una temperatura de 37°C y con agitacion de 250 rpm, las muestras se tomaron cada 30 min. y al alcanzar una densidad
oOptica de 0.8 se agregd IPTG a una concentracion final de 0.1 mM para inducir la expresion de RIPsc, como control se
utilizé un cultivo sin iducir.

Como se observa, la sobre-expresion de la proteina de fusion muestra efecto sobre el crecimiento
de E. coli después de la induccion pues este decrece de manera significativa pasadas cuatro h, esto
puede deberse a la toxicidad de la proteina obtenida. Durante el progreso de la curva de
crecimiento del cultivo inducido se tomaron muestras a las O h, 2 h y 4 h de la induccion para

realizar fraccionamiento proteico.

Las fracciones proteicas obtenidas fueron separadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida

(SDS-PAGE) al 12.5%, y tefiidas con azul de Coomassie (Fig. 40).
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Fig. 40. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE al 12.5% para la separacion de RIP-PEP, tefiido con azul de coomasie.
Las muestras separadas en el gel corresponden a las fracciones, T=Proteinas totales, S=Proteinas solubles, I=Proteinas
insolubles, dichas fracciones fueron separadas de muestras tomadas a las O h, 2 h y 4 h de la induccion. En cada carril se

corrieron 20 pl de muestra. Marcador de peso molecular All blue de Biorad

De la misma manera que con la construccion de la fusion PEPRIP, no fue posible detectar la banda
correspondiente a RIPPEP. Con la finalidad de encontrar la fraccion correspondiente a RIPPEP, se
probaron distintas condiciones de sobre-expresion variando concentraciones de IPTG vy
temperaturas sin ser posible obtener mejores resultados. Se sugiere que la falta de deteccion en la
expresion puede ser debida a los niveles bajos de proteina fusién o a que la acumulacion de
proteina toxica interfiere con la sobre-expresion. Se propone buscar métodos alternativos de
produccion heterdloga y métodos mas sensibles de deteccion proteica de la misma manera la

busqueda por medio de Western-blot.
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DISCUSION



“Daria todo lo que sé,
por la mitad de lo que ignoro”
R. Descartes

La investigacion sobre las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas ha recibido atencion especial
en los Ultimos afos debido a su participacion como componente de mecanismos bioldgicos
desconocidos y como parte interesante en la construcciéon de compuestos e inmunotoxinas con
miras en la aplicacién médica en contra de padecimientos hasta ahora incurables como el cancer o
el VIH o en la agricultura para vencer a plagas cada vez mas resistentes. Sin embargo, aun hay
muchas preguntas abiertas en cuanto al rol que desempefan para el organismo productor y

acerca de su uso aplicado en medicina o agricultura.

El descubrimiento creciente de nuevas RIPs en diversos organismos que va desde los mas simples
como bacterias hasta los mas complejos como tejidos animales, fortalece el argumento que
sostiene que su presencia debe conferir ventajas al organismo productor y que su prevalencia es
un indicio de la transferencia evolutiva debida a la importancia de su rol. Las plantas fueron los
primeros organismos en los cuales se not6 la presencia de RIPs y desde ese momento su
descubrimiento en dicho reino ha ido en aumento, incluso existen algunas especies que contienen
mas de una RIP en diversos tejidos. La caracteristica mas notable de estas proteinas es su
toxicidad, en algunos casos selectiva, por lo que en primera instancia fue su aplicaciéon lo que
resultd novedoso y explotable, pero con el aumento de reportes (entre los mas actuales, Puri et
al., 2012) de su presencia en diversos organismos, la pregunta se extiende a la razén de su funcion

para quien la produce.

Por su parte, los actinomicetos son bacterias gram-positivas aisladas del suelo y al ser su habitat
natural tan complejo han desarrollado mecanismos de defensa importantes lo que les ha permitido
producir metabolitos que atacan a microrganismos indeseables, ademas de estar en contacto
directo con una amplia diversidad de organismos como plantas, hongos y otras bacterias que los
hace ser capaces de sobrevivir en ambientes dificiles. Con esta base, encontramos evidencia
(Reyes, 2008) de la presencia de un gen con similitud a las RIPs de plantas, dicha similitud es tan
solo de 22% con la cadena A de la ricina, la RIP mas estudiada y de 23% con PAP, la RIP del tipo 1
mejor caracterizada. Los valores de similitud mostrados hasta ese entonces con las secuencias
tomadas como referencia debilitaban la hipotesis de que el gen en estudio codificara para una RIP,

sin embargo los alineamientos realizados con las mismas secuencias puso de manifiesto que dicha
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similitud involucraba la conservacion de los residuos presentes en el sitio activo tanto de la ricina
como de la PAP en la estructura primaria predicha para RIPsc de S. coelicolor, por lo que a pesar de
la baja similitud se continué con el estudio experimental para demostrar que el gen en cuestion
codifica para una RIP. El punto mas interesante de esta parte del trabajo y que vale la pena resaltar
es que por medio de un analisis asistido por herramientas computacionales (i-Tasser y VMD) se
logré6 modelar la estructura proteica codificada por el gen de S. coelicolor y al realizar un
acoplamiento estructural del modelo terciario de RIPsc de S. coelicolor con el modelo
cristalografico de la RIP de la planta Phytolacca dioica obtenido por rayos X, se obtuvo alta
correspondencia (Figura 12), con lo que se fortalecid la hipdtesis de la clasificacién de RIPsc
dentro de las proteinas Inactivadoras de los ribosomas. Adicionalmente, dentro de los datos
obtenidos tras el analisis in silico del gen ripsc, se determind que la secuencia de RIPsc esta
conformada por 300 residuos de aminoacidos, con el programa SignalP 3.0 se encontré que los
primeros 35 residuos de la secuencia forman parte de un péptido sefal ubicado en el extremo N-
terminal con lo que se sugiere que RIPsc es una proteina secretada. Ademas se buscaron genes
homoélogos en la especie y solo se encontr6 la presencia de un gen rip en Streptomyces scabies, la
observacion mas importante con respecto al gen homoélogo de S. scabies es que de igual manera
que el gen ripsc de S. coelicolor se conservan los residuos del sitio activo. De manera adicional, se
analizé la ubicacion del gen ripsc en el genoma de S. coelicolor y se encontré que este se ubica
cerca del final de su cromosoma lineal. De acuerdo a lo reportado por Bentley y colaboradores los
genes esenciales se situan en la region central del cromosoma por lo que puede sugerirse que el
gen ripsc no es un gen escencial necesario para el crecimiento del organismo. Por otro lado, se ha
determinado que el final del cromosoma lineal de los estreptomicetos es altamente variable lo que
puede explicar la presencia de un gen rip solo en dos integrantes de la especie (Bentley et al.,
2002). Otro elemento interesante es que al inicio del gen ripsc se encuentra un codén TTA por lo
que se presume que RIPsc puede estar regulada a nivel de traduccion por bldA y formar parte del

metabolismo secundario.

En un inicio, de manera experimental se demostréd que RIPsc tiene efecto sobre ribosomas de
conejo al tener un sistema de expresion libre de células, por lo que se concluy6 su actividad sobre
ribosomas desnudos, también se demostré su efecto letal sobre Saccaromyces cereviciae al
expresar el gen ripsc en un sistema disefiado para esta levadura. De la misma manera se tratd de
demostrar la actividad de RIPsc sobre hongos y bacterias antagonistas tal como se ha probado

para otras RIPsc (Reyes, 2008), sin obtener resultados satisfactorios, hecho que puede ser
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sustentado por la premisa de que RIPsc pertenece al tipo 1 de las RIPs por lo que no es capaz de
translocarse a través de la membrana celular. Hasta aquel momento de la investigacion de RIPsc,
se sabia que su efecto es correspondiente al de cualquier RIP, aunque se desconocia la manera en
que lo ejercia. Con el afan de probar la actividad N-Glicosidasa de RIPsc y poderla incluir dentro de
las RIPs, en primer lugar se investigaron las técnicas disponibles para lograrlo presentandose
inconvenientes importantes pues por una parte el ensayo descrito por Endo y colaboradores
requiere de sustancias con limitaciones de adquisicion debido a su toxicidad (Endo et al., 1987) y
por otro lado el protocolo descrito por Barbieri y colaboradores esta basado en la medicion de la
adenina liberada por medio de HPLC/MS/ESI, un equipo inaccesible para nuestro grupo (Barbieri
et al., 2006). Entonces, no pudo determinarse la actividad N-Glicosidasa de RIPsc de manera
inmediata sino hasta que Mellchior y Tolleson publicaron el desarrollo de un método novedoso
basado en la transcripcion reversa en tiempo real (QRT-PCR). Por medio de dicho ensayo y
tomando como ventaja el sistema de expresion de RIPsc en E. coli construido en este trabajo, se
determind el dafio causado por RIPsc a los ribosomas del organismo productor (E. coli en este
caso) concluyendo finalmente que RIPsc posee la capacidad de remover la adenina especifica del
sitio GAGA en la subunidad mayor del ribosoma, al igual que todas las RIPs (Figura 17). Con la
prueba de que RIPsc posee actividad N-Glicosidasa y retomando las predicciones hechas por el
analisis in silico realizado al inicio del trabajo, resulta interesante remarcar que al momento de
establecer los criterios de comparacion entre proteinas es indispensable determinar los dominios
importantes para la actividad. De manera particular nuestro caso de estudio es la prueba de que a
pesar de la baja similitud mostrada en el totalidad de la secuencia de RIPsc con otras RIPs, la
prevalencia del sitio activo es determinante para poder incluir a RIPsc dentro de las proteinas

Inactivadoras de los ribosomas.

Una vez demostrada la actividad N-Glicosidasa de RIPsc, la siguiente pregunta en la investigacion
de las RIPs fue el rol que desempenan en el organismo productor, en este caso S. coelicolor. Como
ya se ha mencionado, el trabajo mas extenso de este tipo de proteinas se ha llevado a cabo en
plantas, y al ser S. coelicolor un organismo de menor complejidad, se plantea la posibilidad de
obtener claves mas claras que dirijan la investigacion a conclusiones mas certeras de la funcion de
las RIPs. Por otro lado, es importante tomar en cuenta que al existir herramientas de manipulacion

de S. coelicolor ampliamente desarrolladas se poseen ventajas significativas.

Con el fin de analizar la funcion de RIPsc se plantean 2 hipdtesis importantes, la primera sostiene

que forma parte de mecanismos de defensa y en la segunda se argumenta su participacion en
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mecanismos de apoptosis. Con base a las hipdtesis planteadas en el trabajo se disefaron
experimentos y metodologias que nos han dado claves importantes. En primer lugar y siguiendo
los niveles de regulacion se estudid la transcripcion del gen ripsc por medio de tres métodos
diferentes, RT-PCR, Northern-blot y qRT-PCR. En primera instancia y por medio de RT-PCR se
encontr6 que desde las primeras 24 h en un cultivo con condiciones estandar de crecimiento,
existe expresion del gen ripsc. Al ser este método considerado como cualitativo se procedi6 al
estudio por medio de Northern-blot, con la finalidad de obtener de manera cuantitativa los niveles
de transcripcion y asi poder determinar el momento en el que la expresion llega a su punto
maximo. Por medio de Northern-blot, ademas de probar condiciones normales de crecimiento
también se incluyeron condiciones de cultivo de produccion de metabolitos secundarios,
especificamente tomando como referencia a la actinorrodina, debido a la prediccion de que RIPsc
podria estar regulada por bldA y tomando en cuenta el conocimiento de que la produccion de
actinorrodina esta regulada de esta manera. Desafortunadamente, con el experimento realizado
de actinorrodina no fue posible tener una conclusion pues bajo diversos intentos no se logro tener
una sefal significativa. La conclusion tras los resultados obtenidos en esta etapa es que el método
no es lo suficientemente sensible como para detectar la expresion del gen ripsc por lo que
finalmente se recurrid a una técnica mas sensible en el estudio de la expresion de genes que es el
qRT-PCR. Las condiciones utilizadas para este ensayo fueron cultivos estandar de crecimiento, de
los que se tomaron muestras cada 24 h durante 120 h, ademas del analisis de la expresion también
se siguio la curva de crecimiento de S. coelicolor para correlacionar la expresion con el estado de
desarrollo de la cepa. La primera observacion obtenida de los resultados en qRT-PCR es la
inestabilidad en los niveles de expresion de ripsc pues estos se incrementan y disminuyen sin
motivo aparente. Sin embargo, al correlacionar la expresion de ripsc con el estado de desarrollo
del organismo se observa que a medida que la expresion de ripsc se incrementa, el crecimiento de
S. coelicolor es menor, y cuando el crecimiento de S. coelicolor se incrementa, la expresion de ripsc
decrece (Figura 25). Este hecho sustenta de manera parcial el argumento que declara que RIPsc
forma parte de un mecanismo de apoptosis mostrandose asi el primer indicio de la posible funcion

de RIPsc, pero es importante resaltar que dicha conclusion requiere de evidencias mas claras.

Adicionalmente y siguiendo los niveles de sintesis proteica, también se estudié a RIPsc a nivel de
traduccion, para lo cual se fusiond la region promotora de ripsc con el gen egfp correspondiente a
la proteina verde fluorescente, tras una técnica denominada PCR recombinante, para ser usado

como reportero en el estudio de la traduccion de RIPsc. Dicha fusion se cloné en el vector de
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expresion pl}486 y con la construccion se transformd a S. coelicolor. Para la evaluacion de la
traduccion se utilizé un microscopio de fluorescencia pues se esperaba que en el momento en que
el promotor de RIPsc fuera activo, la fluorescencia de la proteina verde seria detectada, como
control se construy6 un sistema de expresion de EGFP en E. coli bajo la regulacion del promotor
inducible T7, con dicho control positivo fue posible ajustar las condiciones adecuadas del
microscopio de fluorescencia para observar la sefal de EGFP. Con la cepa de S. coelicolor
transformada con la fusion promotor-egfp, se montaron diversos experimentos en los que se
buscé evaluar las condiciones que cubren con las hipotesis propuestas, en primer lugar se buscé la
sefial de EGFP bajo las mismas condiciones en las que se encontraron transcritos de ripsc por qRT-
PCR, bajo estas condiciones no fue posible detectar la sefal de EGFP. Después se disefi6é un
experimento en el que se enfrentod a la cepa transformada de S. coelicolor con diversos hongos
antagonistas para evaluar la posibilidad de que RIPsc forme parte de mecanismos de defensa. Los
cultivos enfrentados se monitorearon cada 24 h pero no fue posible detectar sefal de EGFP. Sin
embargo, en este caso cabe sefalar que esta construccion no es la adecuada para este tipo de
experimento, ya que la proteina verde fluorescente es una proteina que necesita plegarse en el
citoplasma para poder ser secretada, su secrecion se lleva a través de la via TAT. Dicha situacion
queda impedida pues al inicio del gen ripsc se encuentra un péptido senal, que de acuerdo al
analisis in silico, seria dependiente de la via se secrecion Sec. Dentro del disefio de la construccion
se considerd6 la fusion de la region promotora hasta el inicio del gen que incluye al péptido sefal
por lo que existiria oposicion en la construccion y debido a la inclusion del péptido sefal no es
posible buscar fluorescencia fuera de la célula como se planteé en los experimentos realizados, ya
que si se tratase de una proteina de defensa, esta tendria que actuar fuera de la célula donde
ademas no existe poder reductor mediando por NADH+H para fluorescer a la proteina EGFP. El
ultimo experimento realizado bajo esta estrategia fue el monitoreo de un cultivo envejecido con el
objetivo de probar la existencia de RIPsc en el momento en el que el cultivo empieza a morir y asi
demostrar que forma parte de mecanismos de apoptosis, dicho cultivo se monitore6 durante 28
dias tomando muestras cada 24 h, bajo dicha condicién y de la misma manera que en los
experimentos anteriores no fue posible detectar sefal de EGFP. Variados y exhaustivos esfuerzos
fueron puestos en la blsqueda de traduccion de RIPsc sin tener buenos resultados. La estrategia
utilizada fue revisada de manera detallada, razéon por la cual se verificaron todas las
construcciones por medio de analisis de restriccion y secuenciacion, se verificé la transformante
obtenida por medio de PCR de colonia sin encontrar errores. Sin embargo y aunque de manera

experimental no se encontré ningln error, tras el analisis del disefo de la estrategia se
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encontraron errores significativos debidos a la inclusion del péptido senal de RIPsc, que pueden
ser la razon por la cual no fue posible detectar la sefal de EGFP. Otra posibilidad es que los niveles
de traduccion de RIPsc sean bajos y la proteina verde fluorescente no es un buen reportero en
estos casos. Las alternativas propuestas para lograr mejores resultados bajo la estrategia del uso
de reporteros en el analisis de la traduccion es el uso de la proteina monomérica roja fluorescente
que es un mejor reportero para la secrecion dependiente de Sec en S. coelicolor, ademas la
estrategia del uso de la proteina verde fluorescente podria ser retomada siempre y cuando en la
construccion de fusion no se incluya el péptido sefial, aunque dicha alternativa adn puede
presentar problemas debido a la ineficiencia de EGFP con niveles bajos de traduccién. De acuerdo
al conjunto de resultados obtenidos tras la extensa investigacion desarrollada y con base a las
hipotesis planteadas acerca de la funcion de RIPsc en S. coelicolor no pueden tenerse mas que
conclusiones parciales que abren la puerta a nuevas alternativas de estudio. Dichas conclusiones
incluyen el hecho de que el gen ripsc es un gen que codifica para una proteina RIP tipo 1 con
actividad N-Glicosidasa, clasica de todas las RIPs, ademas se transcribe a través del tiempo
durante el crecimiento del microrganismo en niveles considerados hasta ahora bajos y que podrian
ser basales. De cualquier manera y de forma imprecisa puede sugerirse que la relacion que existe
entre la transcripcion y la curva de crecimiento fortalece la hipotesis que declara que RIPsc forma
parte de mecanismos de apoptosis, ademas de que el hecho de ser una proteina RIP del tipo 1y
mostrar incapacidad de translocarse a través de la membrana celular debilita la hip6tesis de su
participacion en mecanismos de defensa, a menos de que se trate de un mecanismo de defensa

contra de fagos que aun esta pendiente de estudio.

Por otro lado resulta interesante el hallazgo de una RIP en un actinomiceto pues a diferencia de las
RIPs encontradas en bacterias como E. coli y Shigella se trata de una RIP del tipo 1 que esta mejor
relacionada con las RIPs encontradas en plantas y que podria ser parte de una transferencia
vertical entre plantas y actinomicetos debido a que en su habitat natural se encuentran

relacionados.

Ademas del estudio de la funcion de RIPsc en S. coelicolor en el trabajo se plantea el uso de RIPsc
de forma aplicada, especificamente el interés esta puesto en el disefio de nuevas moléculas para su
uso en la agricultura. La creciente aparicion de plagas resistentes a las sustancias de uso comun
invita a la creacion de compuestos efectivos y que puedan usarse de manera alternativa. Dentro
de este apartado, en el trabajo se disefd la fusion del dominio RIPsc activo en ribosomas fungicos

y bacterianos con un péptido capaz de penetrar la membrana celular, caracteristica que
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complementa a RIPsc puesto que una vez dentro de la célula su efecto es letal. Para tal disefio se
seleccion6 de manera racional un péptido acarreador, que ademas posee actividad antifingica y
que es seguro para plantas, animales y humanos. La fusion disehada tendra especificidad y
efectividad en contra de microrganismos fitopatogenos. Para cubrir el disefio se fusiono de
manera molecular el minigen que codifica al péptido seleccionado con el gen ripsc, la fusion se
llevd a cabo en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal pues se desconoce de que
manera la estructura puede interactuar y podria existir impedimento estérico que pretende
probarse con la fusion del péptido en ambos extremos, dicha fusion fue clonada en un plasmido de
expresion para E. coli bajo el control del promotor inducible T7. Con ambas cepas construidas se
realizaron inducciones para sobre-expresar ambas proteinas de fusion, se colectaron muestras
proteicas que fueron separadas en un gel de poliacrilamida para analizar los niveles de sobre
expresion. En ninguno de los casos fue posible detectar la expresion de la proteina fusion a pesar
de probar variadas condiciones. La conclusion que puede argumentarse tras el resultado negativo
es que la fusion de ambas moléculas toxicas afecta los niveles proteicos sobre-expresados por lo
que no es posible detectar a la proteina bajo métodos estandar, por tal razén se propone evaluar
diversos métodos mas sensibles que permitan detectar a las proteinas expresadas, tales como la
tincion de los geles de electroforesis con plata en lugar de azul de comassie, western-blot o
inmuno-blot, también pueden probarse nuevos sistemas de expresion como los desarrollados para
Streptomyces lividans. La naturaleza toxica de las moléculas fusionadas hace que el proceso de
obtencion sea complicado pero se sugiere que la estrategia es novedosa y de resultar exitosa en
un futuro sera totalmente rentable. En el trabajo se ha dado el antecedente que permitira mejorar
el disefo de la estrategia para obtener un compuesto funcional que permita explotar las

caracteristicas de RIPsc.
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CONCLUSIONES



“La ausencia de prueba,
No es prueba de ausencia”
Carl Sagan

Las conclusiones obtenidas al final del trabajo se resumen a continuacion.

e El gen SCO7092 de Streptomyces coelicolor codifica una Proteina Inactivadora de los
Ribosomas del tipo 1 con actividad N-Glicosidasa sobre ribosomas de E. coli BL21 (DE3)pLysS,

removiendo de manera especifica la adenina Aggo.

e Con el hallazgo de RIPsc, se muestra la primera evidencia de una Proteina Inactivadora de los

Ribosomas en un actinomiceto y se abre un nuevo campo de investigacion.

e Los resultados obtenidos en el analisis de la expresion del gen ripsc nos permiten sugerir que
es mas probable que RIPsc participa en mecanismos de apoptosis que en mecanismos de

defensa.

e La aplicacidon de RIPsc en la agricultura por medio del disefio de conjugados con péptidos
bioactivos es prometedora, aunque es necesario encontrar sistemas de expresion eficientes
pues la efectividad sobre el organismo hospedero, de los conjugados obtenidos, no permite
tener niveles de expresidn suficientes para ser detectados por técnicas clasicas como la

electroforesis usada en el trabajo.
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10

PERSPECTIVAS



“Cuando creiamos que teniamos todas las respuestas,
de pronto, cambiaron todas las preguntas.”

Mario Benedetti.

Analizar la expresion de RIPsc a nivel de traduccion, por medio de la fusion de su
region promotora con el gen reportero de la proteina mono-mérica roja fluorescente,
siguiendo la misma estrategia planteada en el trabajo con la proteina verde
fluorescente.

Analizar la expresion de las fusiones rip-pep y pep-rip a nivel de transcripcion para
evaluar la efectividad del sistema, asi como evaluar la traduccidbn mediante Western-
blot.

Buscar y probar diferentes sistemas de expresion, variando vectores y cepas, para
lograr la sobre-expresion eficiente de las proteinas de fusion PEP-RIP y RIP-PEP,
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Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are cytotoxic N-glycosidases identified in numerous plants,
but also constitute a subunit of the bacterial Shiga toxin. Classification of plant RIPs is based on
the absence (type 1) or presence (type II) of an additional lectin module. In Shiga toxin, sugar
binding is mediated by a distinct RIP-associated homopentamer. In the genome of two
actinomycetes, we identified RIP-like proteins that resemble plant type | RIPs rather than the RIP
subunit (StxA) of Shiga toxin. Some representatives of 8- and y-proteobacteria also contain genes
encoding RIP-like proteins, but these are homologous to StxA. Here, we describe the isolation
and initial characterization of the RIP-like gene product SCO7092 (RIPsc) from the Gram-positive
soil bacterium Streptomyces coelicolor. The ripsc gene was expressed in Escherichia coli as a
recombinant protein of about 30 kDa, and displayed the characteristic N-glycosidase activity
causing specific rRNA depurination. In Streptomyces lividans and E. coli, RIPsc overproduction
resulted in a dramatic decrease in the growth rate. In addition, intracellular production was
deleterious for Saccharomyces cerevisiae. However, when applied externally to microbial cells,
purified RIPsc did not display antibacterial or antifungal activity, suggesting that it cannot enter
these cells. In a cell-free system, however, purified S. coelicolor RIPsc protein displayed strong
inhibitory activity towards protein translation.

2006). RIPs show depurination activity against eukaryotic

and prokaryotic rfRNA in the presence and absence of

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are cytotoxic N-
glycosidases that inhibit protein synthesis by virtue of their
enzymic activity, selectively cleaving a specific adenine
residue from a highly conserved, surface-exposed stem—
loop (sarcin-ricin loop) structure in 28S rRNA (Park et al.,

tThese authors contributed equally to this work.

tPresent address: PharmAbs, The K.U.Leuven Antibody Center,
Herestraat 49 box 824, B-3000 Leuven, Belgium.

Abbreviations: gRT-PCR, quantitative RT-PCR; RIP, ribosome-inactiv-
ating protein.

Two supplementary figures, showing a multiple sequence alignment of
representative RIPs from plants, A subunits of Shiga toxins and RIP-like
proteins from bacteria, and a dendrogram constructed from the
alignment, are available with the online version of this paper.

ribosomal proteins (Endo et al, 1991). Depurination of the
sarcin—ricin loop prevents binding of elongation factor 2 to
the ribosome, thereby resulting in protein synthesis
inhibition (Stirpe et al., 1992; Stirpe, 2004).

Currently, RIPs isolated from plants are divided into two
major groups based on the presence or absence of a lectin-
like chain, which makes a significant functional difference.
Type I RIPs consist of a single polypeptide chain of about
30 kDa, whereas type II RIPs consist of an enzymically active
A chain similar to type I RIPs, linked by a disulphide bond to
a slightly larger (approximately 35 kDa) B chain, which has
the properties of a lectin with specificity for galactose-
containing carbohydrates (Barbieri et al., 1993; Stirpe, 2004).
The best-known type II RIP is ricin (Lord et al, 1994).
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Only the presence of type II RIPs has been confirmed in
bacteria (Suh et al., 1998; Sandvig, 2001). These potent
type II RIPs that contain a glycosphingolipid-binding
moiety are produced by Shigella dysenteriae (Shiga toxin)
and several other pathogenic bacteria, including certain
strains of Escherichia coli (Shiga-like toxins or verotoxins)
(Sandvig, 2006). In this toxin the enzymically active
monomeric subunit (StxA) is non-covalently associated
with a homopentameric sugar-binding module (Johannes
& Romer, 2010).

Although the enzymic and biological activities of RIPs have
been extensively investigated, and for several the crystal
structure has been elucidated (Stirpe & Battelli, 2006; Ng
et al., 2010), their precise physiological role is still subject
to debate. Plant RIPs are generally suggested to be defence-
related proteins, as they are able to inhibit the multiplica-
tion and growth of several pathogenic viruses, fungi and
bacteria either alone or in conjunction with other defence-
related proteins. On the other hand, their wide distribution
in plants suggests that they have an important role, giving
an evolutionary advantage that justifies their conservation
(Girbés et al., 2004).

In this manuscript, we describe the analysis of a gene
(designated ripsc) from Streptomyces coelicolor, genetically
the best-characterized Streptomyces species (Bentley et al.,
2002), with an orthologue in Streptomyces lividans that
encodes a protein with significant homology to previously
described type I RIPs. We studied the biological properties
and antimicrobial activities of this putative RIP homologue
encoded by SCO7092.

METHODS

Strains, media and growth conditions. E. coli strain TG1 was used
as host for cloning purposes (Sambrook et al., 1989). Cultures were
grown at 37 °C (with shaking at 300 r.p.m.) in Luria—Bertani
medium, supplemented with the appropriate antibiotics. S. coelicolor
M145 and S. lividans TK24 and their derivatives were precultured in
5 ml phage medium (Korn et al, 1978) supplemented with the
appropriate antibiotics, when needed, and grown at 27 °C with
continuous shaking at 250 r.p.m. for 48 h. After homogenizing the
mycelium, the strains were inoculated in liquid Nutrient broth-MOPS
medium (NM) (Van Mellaert et al., 1994). For solid media, mannitol
soya flour (MS) (Kieser et al, 2000) or MRYE medium was used
(Anné et al, 1990) supplemented with thiostrepton (10 ug ml™'),
where applicable. Protoplast formation and subsequent transforma-
tion of S. lividans were carried out as described previously (Kieser
et al., 2000). For the yeast toxicity test, Saccharomyces cerevisiae strains
W303-1A and BY4743 were grown on selective plates [synthetic
dextrose (SD)-His] and in liquid [synthetic complete (SC)-His 2 %
raffinose] medium at 30 °C. Saccharomyces cerevisiae cells were
transformed using the Gietz method (Gietz et al, 1995). For
evaluation of RIPsc antifungal activity, fungi were grown on YPD
agar plates (1 % yeast extract, 2 % peptone, 2 % glucose, 2 % agar) at
27 °C for 48 h.

DNA manipulation and vector construction. For all DNA
manipulations standard techniques were used (Sambrook et al., 1989;
Kieser et al., 2000). Restriction endonucleases and DNA-modifying
enzymes were obtained from Invitrogen and Roche Diagnostics.

For overexpression of ripsc in S. lividans, the gene encoding the
predicted mature RIPsc protein was amplified by PCR with the
primers 5'-TACTGCAGATACGCCCAACAGGC-3" and 5'-TACTTA-
AGTCACCTTTGCCCGTTGATGGC-3" using chromosomal DNA of
S. coelicolor M145 as a template. After verification of the DNA
sequence, the ripsc gene was cloned as a PstI-T4 DNA polymerase-
treated/EcoRI fragment downstream of the vsi promoter and signal
sequence into pBSDK0.6Sma (Lammertyn, 2000), treated with Drall—
Klenow polymerase/EcoRI, resulting in pBSvsirip. Finally, the
complete expression cassette containing the vsi promoter, vsi signal
sequence and the ripsc sequence encoding the mature protein was
transferred as an Xbal/EcoRI fragment from pBSvsirip to the
corresponding sites of the Streptomyces plasmid plJ486 (Ward et al.,
1986). The resulting vector pIJ486vsirip was used for overexpression
of ripsc in S. lividans.

PET-RIPsc used for the overproduction and subsequent purification
of N-terminally 6His-tagged RIPsc from E. coli was constructed by
inserting an Ndel/BamHI fragment encoding the mature RIPsc
protein into the corresponding sites of pET3a. This latter fragment
encoding mature RIPsc was amplified by PCR using S. coelicolor
M145 chromosomal DNA as template with the primers MatRIPscF
(5'-TACATATGCACCATCATCACCATCACGATACGCCCAACAG-
GC-3') and RIPscR (5'-TAGGATCCTCACCTTTGCCCGTTGAT-
GGC-3'). The MatRIPscF primer also contained a 6His-encoding
sequence to allow subsequent affinity purification.

To test the toxicity of RIPsc in Saccharomyces cerevisiae, a galactose-
inducible expression system available in Saccharomyces cerevisiae W303-
1A and BY4743 strains (Thomas & Rothstein, 1989; Brachmann et al.,
1998) was used. For this purpose, the S. coelicolor putative rip gene was
amplified by PCR with the primers 5'-TAGGATCCGATACGCC-
CAACAGGC-3" and 5'-TACCTAGGTCACCTTTGCCCGTTGATG-
GC-3’) using chromosomal DNA of S. coelicolor M145 as a template.
The amplified sequence was cloned in pGEM-T Easy (Promega). After
DNA sequence verification and determination of the orientation of the
cloned ripsc fragment, the ripsc gene was obtained as a BamHI
(restriction site present in the 5" primer)/Apal (restriction site present in
the pGEM-T Easy vector) fragment and cloned in the corresponding
sites of the pESC-His vector (Stratagene), downstream of the
Saccharomyces cerevisite GAL1 promoter for galactose-inducible
expression in yeast, resulting in plasmid pESCripsc.

RNA isolation. Total RNA from samples was isolated using the SV
Total RNA isolation System from Promega according to the
manufacturer’s protocol. Samples were stored at —80 °C. Yields
and RNA integrity were determined on an Eppendorf biophotometer.

RIPsc overproduction in E. coli and purification. For the
overproduction of 6His-tagged mature RIPsc, E. coli BL21(DE3)pLysS
cells were transformed with the expression plasmid pET-RIPsc, grown at
37 °C and induced with 1 mM IPTG as described by Studier et al.
(1990). Subsequently, the cultures were grown at 37 °C for an additional
4 h. E. coli cells producing 6His-tagged mature RIPsc were harvested by
centrifugation (10 min, 5000 g, 4 °C). The obtained pellet was
resuspended in 10 ml inclusion bodies sonication buffer [25 mM
HEPES, 100 mM KCl, 12.5 mM MgCl,, 20 % (v/v) glycerol, 0.1 % (v/v)
Nonidet P-40, 1 mM DTT, pH 7.7], with the addition of one EDTA-free
protease inhibitor tablet (Roche) and 500 pl lysozyme (10 mg ml™"),
and then incubated for 30 min on ice. Next, the suspension was
incubated for 1 h at —80 °C, after which the suspension was thawed in
water at room temperature and sonicated eight times for 15s. The
inclusion bodies were pelleted by centrifugation at 10000 r.p.m. at 4 °C
for 10 min. The pellet was washed 10 times with RIPA buffer [0.1 % (w/
v) SDS, 1% (v/v) Triton X-100, 1 % (w/v) sodium deoxycholate in Tris-
buffered saline (TBS; 25 mM Tris/HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl)] and
stored at —20 °C until use.
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The isolated inclusion bodies were resuspended in 8 M urea, pH 8.0.
After incubation for 1 h at room temperature, the sample was cleared
by centrifugation (10 min, 10000 g), and 6His-tagged RIPsc was
purified from the sample by affinity chromatography under
denaturing conditions (8 M urea) on a Ni**-nitriloacetate (NTA)
column (IBA) as recommended by the manufacturer. The obtained
fractions were screened for the presence of RIPsc using SDS-PAGE
and fractions containing the desired protein were pooled. Finally,
urea in the protein samples was removed by gel filtration on a PD-10
column (GE Healthcare), which had been previously equilibrated
with 10 mM Tris/HCI, pH 7.5. Using this procedure, typically 250 ug
pure RIPsc could be obtained. Anti-RIPsc antibodies were raised
against purified RIPsc samples in rabbits, as described by Geukens
et al. (2001).

Separation of soluble and insoluble protein fractions. For
separating soluble and insoluble fractions from the bacterial cell
lysates, cells from a 1 ml RIPsc-producing E. coli culture were
harvested after 2, 3 and 4 h induction with IPTG by centrifugation
(3 min, 10000 g). The cell pellets were resuspended in 57 pl ATRIT
[10% (w/v) sucrose, 50 mM Tris/HCI, pH 8] with the addition of
19 ul lysozyme solution (20 mg ml™ ') and incubated for 15 min at
room temperature. After incubation, 76 pl CTRIT [0.2 % (v/v) Triton
X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris/HCl, pH 8] was added. The
samples were vortexed and next incubated for 5 min at room
temperature. The cells were lysed by freeze—thawing, after which the
samples were centrifuged for 5 min at 10000 g The supernatant,
corresponding to the soluble protein fraction, was mixed with 25 pl
protein loading dye and analysed by SDS-PAGE. The remaining
pellet, i.e. the insoluble protein fraction, was washed with 150 pl
BTRIT (25 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl, pH 8), resuspended in
167 ul TRIT (3 vols ATRIT, 1 vol. BTRIT and 4 vols CTRIT) and
mixed with 33 pl protein loading dye for subsequent analysis by
SDS-PAGE.

SDS-PAGE and Western blotting. The protein fractions from the
bacterial extracts were resolved on 12.5% SDS-PAGE and stained
with Coomassie brilliant blue. To confirm the identity of the resulting
bands, the bacterial protein samples were transferred onto a PVDF
membrane and probed with anti-RIPsc antibodies. Immunodetection
was performed using anti-rabbit IgG labelled with alkaline phospha-
tase using a colorimetric method with nitroblue tetrazolium chloride
(NBT)/5-bromo-4-chloro-3'-indolyl phosphate p-toluidine salt (BCIP)
as substrates.

In vitro protein translation inhibition assay. Purified RIPsc was
tested for in vitro protein synthesis inhibition activity using the rabbit
reticulocyte lysate system (Promega). The translation was performed
according to the manufacturer’s protocol using luciferase mRNA. The
translation products were detected using the Transcend non-
radioactive translation system (Promega) by chemiluminescence.
Rabbit reticulocyte lysate (35 ul) was incubated for 30 min at 30 °C
in the presence of purified RIPsc protein (500, 250 and 125 ng).
Similar amounts of RNase-free buffer (10 mM Tris/HCl, pH 7.5,
100 mM NaCl) or RNase-free water were used as controls. To these
mixtures, 1 pl amino acid complete mixture, RNasin RNase inhibitor
(40 U, Promega), 100 ng luciferase mRNA and 1.5 pl Transcend
tRNA were added, and next RNase-free water was added to a final
volume of 50 pl. After the initiation of translation, the samples were
further incubated at 30 °C for 1 h, after which the samples were
placed on ice to stop the reaction. In order to detect the translation
products, 15 ul protein loading dye was added to 5 pl reaction
mixture and heated to 90 °C for 2 min. The denatured samples were
separated by 12.5% SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane
and subsequently treated according to the manufacturer’s protocol
for chemiluminescence detection (Promega). The bands were
visualized using X-ray films.

Determination of N-glycosidase activity. Adenine released from
ribosomes by RIPsc-overproducing E. coli was determined using
quantitative RT-PCR (qRT-PCR), as described by Melchior &
Tolleson (2010). In brief, two pairs of primers were designed. One
pair, which anneals upstream from the RIPsc-affected site of the 23S
ribosome subunit, was used as a control. The other pair was designed
to specifically detect the alternate sequence, with the A—T
transversion, in the 23S ribosome subunit. The 3’ end base of the
reverse primer (in bold type) matches the base in the altered sequence
but does not match the base of the native sequence. The third base
counting from the 3’ end (underlined) is a mismatch with both
sequences. In this way, the last codon 3’-terminal from the reverse
primer totally mismatches the native sequence. Consequently, qRT-
PCR amplification of the native 23S ribosome sequence is much lower
than that of the altered sequence. The following primers were used:
control forward primer, 5'-ATGTCGGCTCATCACATCCTGGGG-3';
control reverse primer, 5-CCCAGCTCGCGTACCACTTTAAA-3';
test forward primer, 5'-ACTGAGGGGGGCTGCTCCTAGTA-3'; test
reverse primer, 5'-TGCGTCCACTCCGGTCCACA-3'.

Real-time PCR was performed in a Rotor-Gene RG-3000 thermal
cycler (Corbett Research) using One-Step SYBR GreenER chemistry
from Invitrogen. Reactions with a 20 pl total volume were prepared,
containing 5 ng total E. coli RNA ul™' and 02 uM of each
appropriate pair of primers. Each RNA sample was run in triplicate
with both pairs of primers. Corbett Research software was used to
obtain threshold cycle (Cr) numbers. Total amplicon concentration
was determined from ripsc cDNA obtained by RT-PCR.

Yeast toxicity assay. RIPsc toxicity was tested by intracellular
production in yeast cells. Therefore, a galactose-inducible expression
system in Saccharomyces cerevisiae strains W303-1A and BY4743 was
used (Thomas & Rothstein, 1989; Brachmann et al., 1998). These
strains, transformed with pESCripsc and the empty pESC-His
plasmid, were subsequently inoculated on selective plates (SD-His)
and incubated for 3 days. In order to test RIPsc toxicity to yeast, a
spot test was performed with these transformants. Three independent
colonies were picked up to inoculate liquid medium (SC-His 2%
raffinose), and after 2 days incubation at 30 °C, cell densities were
measured. The cell suspensions were diluted to the same density with
sugar-free SC-His medium. Samples (5 pl) of different dilutions
(ODgoo 1, 0.1 and 0.001) of Saccharomyces cerevisiae pESC and
Saccharomyces cerevisiae cells harbouring pESC-ripsc were spotted on
selective plates with glucose to block RIPsc expression or with
galactose to induce RIPsc production.

Assay for antifungal activity. The antifungal activity of purified
RIPsc was determined by a radial growth inhibition assay adapted
from the method of Schlumbaum et al. (1986). Various fungal plugs
were placed in the centre of YPD agar plates and sterile paper discs
were placed next to the fungal plugs. The fungal plugs were inoculated
with 5 pl of cultures of Fusarium oxysporum, Trichoderma reesei,
Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger, and grown at 27 °C for
48 h in YPD medium. Purified RIPsc protein (50 pg), which was
sterilized using a 0.22 pm pore-size filter (Millipore), was pipetted
onto the discs. The plates were then incubated in the dark at room
temperature. Antifungal activity was scored as a crescent-shaped zone
of inhibition at the mycelial front.

Assay for antibacterial activity. Antibacterial activity of RIPsc was
tested using a growth inhibition plate assay. Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Pseudomonas —aeruginosa, E. coli,
Micrococcus luteus and Bacillus subtilis strains were inoculated in
liquid Luria—Bertani medium and incubated at 37 °C for 12 h. These
cultures were used to inoculate inhibition plates with an inoculation
loop. The inhibition plates were made by mixing 10 ml LB agar with
100 pg purified RIP solution (10 pg ml~' final concentration)

http://mic.sgmjournals.org
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sterilized by filtration (0.22 pm pore-size, Millipore). The plates were
incubated at 37 °C for 12 h and antibacterial activity was measured.

RESULTS

Computer-assisted analysis of the S. coelicolor
RIP homologue SC07092

BLASTP analyses (http://www.expasy.ch/tools/blast/) indi-
cated that the deduced amino acid sequence of S. coelicolor
SCO7092 (RIPsc) has substantial similarity to known RIPs
from plants. This is consistent with the presence of the
Pfam motif for RIP proteins (PF00161, E=1.2 e-07; http//
pfam.sanger.ac.uk/). The PSORTb software (http://www.
psort.org/psortb/) was used to predict the subcellular
localization of RIPsc. The RIPsc protein is predicted to be
secreted by S. coelicolor. The SignalP3.0 software identified
an N-terminal signal peptide of 35 amino acids with high
probability. This predicted signal peptide has the char-
acteristic N-, H- and C-domains and contains a typical

type I signal peptidase cleavage site in the C-domain. The
mature RIPsc protein is predicted to have a molecular mass
of 29 kDa, a pl of 8.1 and potential N-glycosidase activity
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

Sequence alignment of the S. coelicolor RIP-like protein
SCO7092 and its S. lividans orthologue shows that the RIP
active site residues are conserved in these actinomycete
proteins (Fig. 1 and Supplementary Fig. S1). This is also the
case for a number of other bacterial hypothetical proteins
revealed by genome sequence analysis, each containing a
putative amino-terminal signal peptide for secretion
(Supplementary Fig. S1). Comparative sequence analysis
indicated that the genomes of Burkholderia sp. CCGE1002
(a f-proteobacterial soil isolate) and Rickettsiella grylli (a y-
proteobacterial pathogen of arthropods; Leclerque, 2008)
encode RIPs clustering with Shiga toxin A subunits,
although a homologue of the toxin B subunit appears to
be absent (Fig. 1 and Supplementary Fig. S2). Remarkably,
SCO7092 shows only a low level of sequence homology
with the RIP domain in the hypothetical proteins from two
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Fig. 1. Molecular phylogeny of plant RIPs and bacterial RIP-like proteins. Multiple alignment of the respective RIP domains
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respectively. Stx refers to subunit A of Shiga toxins.
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other actinomycetes, namely the antibiotic producer
Micromonospora carbonacea (Hosted et al, 2001) and
Streptomyces scabies, a phytopathogen causing scab on
potatoes (Lerat et al., 2009). Notably, the predicted M.
carbonacea gene product carries a unique carboxy-terminal
extension of about 280 amino acids. Our analysis suggests
that the SCO7092 gene has evolved from a different
ancestor, possibly of plant origin (Fig. 1).

Overexpression of SCO7092 in S. lividans

To study the biological properties of RIPsc, the purified
protein was needed. Since we preferred purification of
RIPsc from its natural source, we analysed the levels of
SCO7092 expression in wild-type S. lividans at different
stages of growth by RT-PCR. However, SCO7092 expres-
sion was not detectable when S. lividans was grown in
liquid NM medium at 27 °C with continuous shaking at
300 r.p.m. (results not shown), while under other growth
conditions, SCO7092 expression could be detected (results
not shown).

Since RIPsc could not be purified from wild-type S. coelicolor
or S. lividans, overexpression of ripsc in S. lividans was
performed. To this end, we used the vsi-based expression
system, which has been shown to be successful for the
secretory production of several homologous and heterolog-
ous proteins in Streptomyces (Van Mellaert & Anné, 2001;
Sianidis et al., 2006). Consequently, the ripsc gene encoding
the predicted mature protein was cloned into the
Streptomyces multicopy plasmid plJ486 downstream of the
strong vsi promoter and signal sequence. However,
introduction of the resulting pIJ486vsirip plasmid into S.
lividans induced dramatic phenotypic effects. In particular,
S. lividans cells harbouring plJ486vsirip grew significantly
slower than the wild-type and showed delayed sporulation in
comparison with the wild-type (results not shown). Western
blot analyses of culture filtrates obtained from S. lividans
[p1J486vsirip] after 24 and 48 h of growth showed produc-
tion and secretion of RIPsc into the culture medium (Fig. 2),
although the levels obtained were too low for purification
purposes, most likely because RIPsc overproduction is toxic
to S. lividans.

Expression of SCO7092 in E. coli

For overexpression of the S. coelicolor ripsc gene in E. coli
BL21(DE3)pLysS, a PCR-amplified DNA fragment bearing
the gene encoding mature RIPsc (i.e. without the signal
sequence) was inserted in pET3a downstream of the T7
promoter (resulting in pET-RIPsc). We chose the E. coli
BL21(DE3)pLysS strain, since it expresses endogenous T7
lysozyme, which reduces basal expression of toxic proteins.
The strain has been used successfully for overproduction of
a type I plant RIP before (Antolin et al., 2004). From IPTG-
induced cultures, samples were taken 0, 2, and 4 h after
induction, and total cell lysates were analysed by SDS-
PAGE analysis. At the same time, soluble and insoluble
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Fig. 2. Western blotting analysis (12.5 % SDS-polyacrylamide gel)
of extracellular proteins from wild-type S. coelicolor (lane 2) and S.
coelicolor cells harbouring plJ486RIPsc (lane 3) cultured in NM
medium for 24 h. The proteins were visualized using immuno-
detection with anti-RIPsc antibodies. The Precision Plus protein
marker (Bio-Rad) was loaded in lane 1.

protein fractions were separated to determine whether the
expression product was present as a soluble protein in the
cytoplasm or as an insoluble aggregate in inclusion bodies.
As seen in Fig. 3(a), RIPsc was efficiently produced in
E. coli, although the RIPsc protein was only detectable in
the insoluble protein fraction.

Several attempts were made to obtain soluble RIPsc
protein, i.e. testing different E. coli host strains [E. coli
BL21(DE3)star, E. «coli JMI109BL21(DE3), E. coli
C43BL21(DE3] and E. coli DH5x), lowering the growth
temperature to 27 °C and decreasing the IPTG concentra-
tion to 0.1 mM. However, in none of these cases was a
significant amount of RIPsc observed in the soluble protein
fraction. Nevertheless, the dramatic decrease of the growth
rate and finally growth arrest of the culture after IPTG
induction (Fig. 3b) suggested that although we could not
detect it by Western blotting, some RIPsc was produced as
a functional protein, exerting a cytotoxic effect.

Purification of the SCO7092 protein from E. coli

Because the amounts of secreted RIPsc in S. lividans
[pJ486vsirip] were too low for purification purposes, the S.
coelicolor RIPsc protein was purified after overproduction
in E. coli from inclusion bodies as described in Methods. In
brief, inclusion bodies were isolated from RIPsc-producing
E. coli cells and extensively washed. The resulting proteins
were then denatured in 8 M urea and the RIPsc protein
was purified from the sample by affinity chromatography
on a Ni*T-NTA column under denaturing conditions.
Evaluation of different refolding procedures demonstrated
that for RIPsc, quick removal of urea using gel filtration
chromatography was the optimal method to obtain
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Fig. 3. (a) (i) Coomassie brilliant blue-stained
12.5% SDS-polyacrylamide gel showing S.
coelicolor ripsc overexpression in E. coli
BL21(DE3)pLysS. Lanes: 1, Precision Plus
protein marker (Bio-Rad); 2, cell lysate of non-
induced E. coli BL21(DE3)pLysS [pETRIPsc]; 3
and 4, cell lysates of E. coli BL21(DE3)pLysS
[PETRIPsc] 2 and 4 h after IPTG induction.

SDS-polyacrylamide gel (i) and Western blot-
ting analysis (jii) of soluble and insoluble protein
extracts from E. coli BL21(DE3)pLysS harbour-
ing pETRIPsc, showing the localization of RIPsc
in E. coli BL21(DE3)pLysS. The proteins
were visualized using immunodetection with
anti-RIPsc antibodies. Lanes: 1, 4 and 7, total
cell lysates from non-induced E. coli
BL21(DE3)pLysS [pETRIPsc] and cells at 2
and 4 h after IPTG induction; 2, 5 and 8, soluble
proteins extracted from non-induced E. coli
BL21(DE3)pLysS [pETRIPsc] and cells at 2
and 4 h after IPTG induction; 3, 6 and 9,
insoluble proteins extracted from non-induced
E. coli BL21(DE3)pLysS [pETRIPsc] and cells
at 2 and 4 h after IPTG induction. Arrows
indicate the RIPsc protein. (b) Growth of E. coli
BL21(DE3)pLysS harbouring pETRIPsc. Two
cultures were grown at 37 °C and the ODgoo
was monitored as a function of time. When the
ODggo reached 0.8, 1 mM IPTG was added to
one of the cultures to induce RIPsc production
(arrow). Both cultures were further incubated at
37 °Cfor 4 h. (c) Overview of the purification of
RIPsc visualized using a Coomassie brilliant
blue-stained 12.5% SDS-polyacrylamide gel.
Lanes: 1, size marker; 2, inclusion bodies
isolated from E. coli BL21(DE3)pLysS harbour-
ing pETRIPsc; 3, elution fraction from the Ni2*-
NTA column containing RIPsc; 4, RIPsc after
refolding by gel filtration.

sufficient amounts of soluble protein. Samples showing the
purity of the RIPsc protein during the different stages of
purification are shown in Fig. 3(c). From inclusion bodies
isolated from a 600 ml IPTG-induced culture, approxi-
mately 50-100 pg >859% pure denatured RIPsc protein
was retrieved. After the refolding step, about 5-10 ug
refolded RIPsc protein could be obtained.

Translation inhibition in rabbit reticulocyte
lysates by SCO7092

The best-known activity of RIPs is translational inhibition,
which is caused by depurination of Ay3,4 (or removal of an
equivalent base in other ribosomes) in the 28S rRNA of the
eukaryotic ribosome, which is essential for translation.
Here, we evaluated the effect of RIPsc on ribosomes by
assaying its inhibitory activity on protein synthesis by a

rabbit reticulocyte lysate. All RIPs described so far have
been shown to inhibit protein synthesis, although with very
different potencies.

In particular, we tested whether purified recombinant
RIPsc was able to inhibit luciferase translation in a rabbit
reticulocyte translation system. Rabbit reticulocytes were
incubated with increasing concentrations of these protein
preparations (125, 250, 500 ng each) for 30 min at 30 °C
before translation was initiated. Untreated rabbit reticulo-
cytes served as negative control. Fig. 4 shows that when
purified RIPsc was added to the reaction mixture, the
amount of luciferase produced in vitro was strongly
reduced. The inhibitory effect was found to increase with
rising RIPsc concentration. These experiments show that
RIPsc specifically inhibits protein translation of rabbit
ribosomes.
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Fig. 4. Inhibition of in vitro protein synthesis by RIPsc as a
percentage of the untreated control. Rabbit reticulocytes were
incubated with 0.5, 0.25 or 0.125 pg purified RIPsc at 30 °C for
30 min. The treated rabbit reticulocytes were then incubated for
1 h with luciferase mRNA. In order to detect the translation
products, the denatured samples were separated by 12.5 % SDS-
PAGE and then transferred to a PVDF membrane for chemilumin-
escence detection of newly synthesized protein (Promega). Lanes:
1, buffer control; 2, 0.125 pg RIPsc; 3, 0.25 pg RiIPsc; 4, 0.5 pg
RIPsc; 5, O ng RIPsc. Bars represent the average of two
independent experiments. The lower part of the figure shows the
visualized bands on X-ray films, which were used to calculate the
percentage chemiluminescence for the different samples.

N-Glycosidase activity of SC0O7092

N-Glycosidase activity of recombinant RIPsc was demon-
strated by a novel RIP assay (Melchior & Tolleson, 2010).
This assay is based on the fact that reverse transcriptase
usually incorporates an adenosine when it encounters a site
with a lesion on the template strand. RIP activity was
monitored for RNA samples taken from uninduced and
induced cells of E. coli BL21(DE3)pLysS transformed with
pET-RIPsc. If the produced protein has damaged the
rRNA, reverse transcriptase will insert an adenosine into
complementary DNA during qRT-PCR. Provided that a
site-specific PCR primer is used, a higher amplification of
the altered sequence results. Fig. 5 shows a strong increase
in the target amplicon following induction of RIPsc
expression, in comparison with the control (template from
culture without induction). This shows that RIPsc is
removing the specific adenine from rRNA within a
universally conserved GAGA sequence (Aygeo in the case
of E. coli 23S rRNA).

Antifungal activity of SCO7092

Most RIPs have been shown to be able to inactivate fungal
ribosomes. Recent studies also suggest that some RIPs can
directly inhibit certain fungi by inactivating their ribo-
somes and causing cell death. For the latter, internalization
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Fig. 5. rRNA N-deglycosylation activity of RIPsc expressed in
E. coli. Total E. coli RNA, for use as template in a gRT-PCR assay
of RIP activity, was isolated at different time points from two
different cultures. The cultures consisted of 48 ml LB medium
inoculated with 2 ml overnight preculture of E. coli (pET-RIPsc)
and incubated at 37 °C. After reaching ODgoo 0.8, one culture
was induced by the addition of 1 mM IPTG. The second culture
was used as a control, without induction. The amount of cDNA
produced is proportional to the enzymic activity of RIP towards
target rRNA.

of the RIP protein is necessary to exert fungicidal activity
(Park et al. 2002a). Firstly, to analyse whether S. coelicolor
RIPsc can inactivate fungal ribosomes and has potent in
vivo antifungal activity, we evaluated the effect of
intracellular expression of SCO7092 in Saccharomyces
cerevisiaze. The SCO7092 gene encoding the predicted
mature protein was cloned under the control of a
galactose-inducible promoter and the effect of SCO7092
expression on yeast was evaluated with a spot test. Fig. 6
shows that SCO7092 expression results in strong inhibition
of Saccharomyces cerevisiae growth.

Secondly, the effect of exogenously supplied purified RIPsc
on the growth of various fungi was investigated. Of these,
Fusarium oxysporum and Trichoderma reesei have been
shown to be inhibited by certain RIPs (Sharma et al., 2004;
Park et al, 2002a, b; Vivanco et al, 1999; Roberts &
Selitrennikoff, 1986). However, using a radial growth
inhibition assay with Saccharomyces cerevisiae and three
other fungi, F. oxysporum, T. reesei and A. niger, no
significant antifungal activity could be observed for RIPsc
(data not shown). Hence, RIPsc does not belong to the
small group of type I RIPs that are able to inhibit fungal
growth (Sharma et al, 2004; Park et al., 2002a, b; Vivanco
et al., 1999; Roberts & Selitrennikoff, 1986). The absence of
a lectin-type chain most likely hampers the ability of the
protein to enter the cell.

http://mic.sgmjournals.org

3027



A. G. Reyes and others

Glucose Galactose

S. cerevisiae W303-1A [pESC]
S. cerevisiae W303-1A [pESC-ripsc]

S. cerevisiae BY4743 [pESC]
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Fig. 6. Spot test to analyse RIPsc toxicity to
yeast. Equal numbers of Saccharomyces
cerevisiae [pESC] or Saccharomyces cerevi-
siae cells harbouring pESC-ripsc were spot-
ted on media with glucose or galactose to
induce RIPsc production. The cells were
incubated for 15 h at 30 °C.

Antibacterial activity of SCO7092 Intracellular expression
of SCO7092 in E. coli (see above) already suggested that
SCO7092 expression is toxic for E. coli cells. Consequently,
the potential antibacterial activity of exogenously applied
RIPsc was evaluated using representative Gram-positive
and Gram-negative bacteria, i.e. Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, M. luteus, B. subtilis, P.
aeruginosa and E. coli. No antibacterial activity against
the tested bacteria was detected (results not shown), most
likely because of the inability of RIPsc to enter the bacterial
cell.

DISCUSSION

In this manuscript, we describe the identification and
characterization of a new RIP-like protein from the Gram-
positive soil bacterium S. coelicolor. Several pathogenic y-
proteobacteria (Shigella. dysenteriae, E. coli STEC strains
and species of Aeromonas, Citrobacter and Enterobacter)
have been shown to produce potent cytotoxic type II RIPs
involved in human and animal disease (Sandvig, 2006).
However, following our phylogenetic analyses, the S.
coelicolor protein appears to be more related to plant type
I RIPs than to these Shiga and Shiga-like toxins.

The efficiency of rip expression in bacterial systems has
been shown to be highly variable. The cDNA of some type I
plant RIPs has been expressed successfully at high levels
(Rajamohan et al., 1999; Chi et al., 2001). In some cases,
the recombinant RIP is inactive or far less active than the
native protein (Wu et al, 1998). Conversely, some other
RIPs heterologously expressed strongly promote bacterial
ribosome inactivation, causing cell growth arrest (Cho
et al., 2000). Finally, some recombinant RIPs are produced
as inclusion bodies (Antolin et al., 2004). The dramatic
decrease in growth rate of E. coli upon induction of ripsc
expression strongly suggests that RIPsc overproduction is
highly toxic to E. coli. Similar results have also been
obtained in the case of expression of type I RIPs from
Mirabilis jalapa (Kataoka et al., 1991), Phytolacca amer-
icana, Dianthus sinensis (Cho et al, 2000), Amaranthus
viridis (Kwon et al., 2000) and Beta vulgaris (Iglesias et al.,
2005) in E. coli cells under inducing conditions. In E. coli,
accumulation of RIPsc to high levels could only be
observed when the protein was produced as inactive
protein in inclusion bodies, most likely because of its
inherent toxicity. In this respect, it is also interesting to
mention that RIPsc overproduction resulted in a decreased
growth rate of its natural host, Streptomyces.

The translational inhibitory activity of purified RIPsc in a
rabbit reticulocyte system was of the same order of
magnitude as those of other type I RIPs, such as musarmin
1 from Muscari armeniacum (Antolin et al, 2004) and
TRIP from tobacco (Sharma et al., 2004). This suggests that
solubilization of the protein from inclusion bodies and
refolding of RIPsc yielded fully active protein.

A novel RT-PCR assay for the N-glycosidase activity of
RIPs (Melchior & Tolleson, 2010) was used to analyse
directly the predicted enzymic activity towards rRNA of the
ripsc gene product. The amplification of the damaged
fragment of E. coli 23S rRNA which contains the specific
adenine (Ajgg0) target of RIPs confirmed the identity of the
protein as a novel prokaryotic RIP.

The potential antimicrobial activity of RIPsc in vivo was
examined by testing its effect on the growth of different
fungi and bacteria. When produced in the cytosol of E. coli
and Saccharomyces cerevisiae, the RIPsc protein was found
to efficiently inhibit cell growth. However, when added to
bacterial cells or fungi extracellularly, we could not observe
any antimicrobial activity. Consequently, a direct role of
RIPsc in antagonism of bacterial and fungal competitors is
very unlikely. We assume that the observed lack of
antibacterial and antifungal activity of RIPsc is related to
the absence of a lectin-type chain, which is present in the
more toxic type II RIPs, and which is thought to assist the
protein in entering target cells (Stirpe, 2004; Stirpe &
Battelli, 2006). Given the high toxicity of the protein when
produced in the cytosol of E. coli and Saccharomyces
cerevisiae, it is therefore envisioned that fusion of the RIPsc
protein to a lectin could make this protein an efficient
antimicrobial compound.
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Ribosome-inuctivating proteins (RIPs) are toxic due to their N-glycosiduse uctivity
cutdlyzing depurination at the universally conserved a-sarcin loop of the 60S
ribosomual subunit. In addition, RIPs huve been shown to ulso have other enzymuatic
activities, including polynhucleotide:adenosine ylycosidase activity. RIPs ure
muinly produced by different plunt species, but are additionally found in u
number of bucteriu, funyi, ulygue und some mMummuliun tissues. This review
describes the occurrence of RIPs, with speciul emphusis on bucteriul RIPs,
includinyg the Shigu toxin and RIP in Sfreptomyces coelicolor recently identified
in S. coelicolor. The properties of RIPs, such us enzymutic activity and targeting
specificity, and how their unigue biological uctivity could be potentidlly turned
info medicul or ayricultural tools to combat tumors, viruses and funyi, are

highlighted.

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are a
family of enzymes with N-glycosidase activity
causing the release of a specific adenine from
the 60S ribosomal subunit in the sarcin/ricin
loop, a highly conserved sequence found in the
RNA of the large ribosomal subunit. This activ-
ity prevents the formation of a critical stem-loop
configuration to which the elongation factor
(EF) is known to bind during the translocation
step of translation and, as such, prevents further
translation.

RIPs are best characterized in plants, in which
they were initially discovered. More recently,
fungal and bacterial RIPs were described, and
adenine glycosidase activity was also found
in animal tissues (1]. The generalized nature
of RIPs is considered to play a role in confer-
ring an evolutionary advantage that underlies
their conservation [2]. Classification of RIPs is
somewhat controversial; originally, plant RIPs
were classified into two groups based on their
primary structure (Ficure 1). Type 1 RIPs are
monomeric enzymes of approximately 30 kDa
with an N-glycosidase activity. Type 2 RIDPs, like
ricin and abrin, consist of two different domains:
an active A-chain of 30 kDa similar to type 1
with rRNA N-glycosidase activity, covalently
linked by a disulfide bond to a slightly larger
(~35 kDa) B-chain with lectin properties and

10.2217/FMB.12.39 © 2012 Future Medicine Ltd

with specificity for sugars with the galactose
structure, facilitating the uptake of the enzy-
matically active A-chain into the host cell [3].
A third type of RIP, type 3 RIDPs, was also pro-
posed. This type 3 RIP originally described a
60 kDa jasmonate-induced protein from barley
leaves that comprises an N-terminal RIP domain
fused to an unrelated C-terminal domain with-
out a known function [4]. The same term was
later used for a maize type 1 RIP, which requires
the removal of a short internal peptide segment
for activation [s]. Type 3 RIPs are also considered
atypical type 1 RIPs [¢], and therefore classified
as type 1 RIPs. Also proposed were holo-RIPs for
those with a single chain or two smaller polypep-
tide chains (type 1 RIPs), and chimero-RIPs for
two-chain proteins (type 2 and the single type 3
RIPs) (7]. The division into type 1 and type 2
RIP classes is now favored.

Ricin was the first RIP described. This com-
pound gives the castor oil plant (Ricinus com-
munis L.), belonging to the plant family of
Euphorbiaceae, its high toxicity. Ricin, a water-
soluble glycoprotein concentrated in the seed
endosperm, is notorious for its highly poison-
ous activity, with one of the highest toxicities
among natural compounds. It belongs to the
type 2 group of RIPs, entering the cell using the
galactose-binding lectin (B-chain). Following
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cell uptake, ricin causes acute cell death by
inactivation of the ribosomal RNA.

Typically, type 2 RIPs are highly toxic,
although nontoxic type 2 RIPs have also been
reported [8]. The high toxicity of type 2 RIPs
can for the most part be explained by the
B-chain component that, owing to its lectin
properties, allows the cell surface binding and
subsequent entry of the A-chain into the cell,
where it exerts its activity on the ribosomes [9].
By contrast, type 1 RIPs, the most abundantly
present type in nature [10], are devoid of the lec-
tin chain, making their entry into cells more
difficult. As a consequence, type 1 RIPs are less
toxic, but once in the cell they become highly
toxic. The difficulty that type 1 RIPs have in
entering cells contradicts the defense hypoth-
esis, suggesting that new explanations for RIP
functions are necessary. Thus far, the role and
function of RIPs and their distribution in nature
remain elusive. Several suggestions have been
made for plant RIPs, such as antimicrobial activ-
ity [11], or as a mechanism of cell death induction
that is triggered during cellular stress responses
such as protein synthesis inhibition. RIPs may
activate this pathway to trigger cell death upon
translational inhibition [12]. Alternatively or

in addition, the induction of apoptosis can be
a consequence of damage to the nuclear DNA
due to the release of adenine from multiple sites
resulting in apurinic/apyrimidinic sites, causing
weakening of the DNA sugar—phosphate back-
bone, as demonstrated for Shiga toxin 1 (Stx1)
and ricin in human endothelial cells [13].

There is now abundant evidence that Shiga
toxins and ricin induce apoptosis 77 vitro in epi-
thelial, endothelial, lymphoid and myeloid cells,
and in multiple organs in animals, when these
toxins are administered, and that protein synthe-
sis inhibition and apoptosis induction mediated
by Shiga toxins and ricin may be dissociated [14].

Research has recently provided the necessary
information to design the first conjugate of gelo-
nin, a type 1 RIP that cannot enter into cells in
significant concentrations unless it is coupled to
a targeting moiety. When conjugated with con-
canavalin A, gelonin becomes more toxic to cells
than free gelonin [15]. Immunotoxins and fusion
constructs containing recombinant gelonin have
subsequently been made that were able to specifi-
cally kill tumor cells i vitro and in vivo [16]. This
demonstrates that the ability to design RIPs with
novel targets has enormous potential. Certainly
the field of medicine has a great deal to gain from
this emergent research. To date, the specificity
and lethal action of RIPs have allowed the design
of immunotoxins and conjugates active against
cancer and HIV-infected cells [17-20].

In this review, we summarize and discuss the
recent research concerning RIPs, in particu-
lar RIPs of bacterial origin, their activity and
potential medical applications.

| RIPs have different enzymatic activities
RIPs were classified as rRNA N-glycosidases in
the enzyme nomenclature (EC 3.2.2.22) after
Endo and colleagues demonstrated that RIPs
selectively remove a specific adenine residue
from rRNA [21]. Further studies showed that
some RIPs remove more than one adenine per
ribosome [22] and, later on, it was found that
RIPs do not only remove adenine from RNA,
but also from DNA [23], poly A [22], naked
RNA 24] and capped mRNA [25]. The ability of
RIPs to remove adenine residues from different
substrates led to naming them polynucleotide
adenine glycosylases [1].

Through the study of PAP and ricin, the mode
of action of RIPs became understood. PAP site-
specific deadenylation interrupts the interaction
of elongation factors EF-1 and EF-2 and blocks
protein synthesis at the translocation step [26].
It is generally believed that PAP inhibits the
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EF-1-dependent binding of aminoacyl tRNA to
the acceptor site (A-site of ribosome) and EF-1-
mediated GTP hydrolysis. PAP also inhibits for-
mation of the EF-2-GDP-ribosome complex
and stimulates the ribosome-dependent hydro-
lysis of GTP [27]. These results suggest that PAP
damages the ribosome at a site where both EFs
bind, inhibiting the elongation step of protein
synthesis. EF-2 binding and hydrolysis of the
GTP-EF-2 complex are necessary for transloca-
tion of the newly elongated peptides from the A-
to the P-ribosomal site [28]. Thus, a major effect
of PAP on protein synthesis is the inhibition of
the translocation reaction mediated by EF-2.
This inhibition was further supported by the
observation that EF-G, the EF-2 equivalent in
Escherichia coli, protected the ribosome against
the depurinating action of the RIP crotin 2 from
the seeds of Croton tiglium [29], suggesting that
the EF-G binding site on the ribosome overlaps
with the site of action of the RIP [30].

More recently, it was proposed that the
C-terminal domain of the stalk proteins of
ribosomes may bind a ricin A-chain instead of
binding the eEF-2, thereby delivering the ricin
A-chain to the a-sarcin/ricin loop via their
flexible hinge region [31]. Furthermore, it was
demonstrated that treatment of rat ribosomes
with ricin caused the removal of G, from the
sarcin/ricin loop [21].

On the other hand, even when RIPs act pref-
erentially on ribosomes, there is evidence that
supports the site-specific RNA N-glycosidase
activity toward naked rRNA [24]. Interestingly,
some RIPs are capable of deadenylating naked
rRNA differently from their common substrate.
For example, the ricin A-chain is able to act on
naked E. coli 23S rRNA but not on the intact
E. coli ribosomes [7]. The activity on naked
rRNA motivated researchers to test new sub-
strates along with rRNA. In addition, high-per-
formance liquid chromatography fluorescence-
based methods were developed to quantify the
amount of free adenine released by RIPs from
various substrates [32]. Using a quantitative high-
performance liquid chromatography technique,
it was demonstrated that recombinant PAP
released a guanine residue from E. coli tRNA
(33]. However, since ricin and PAP are the only
RIPs that have demonstrated deguanylated
activity, such activity cannot be extrapolated to
all RIPs 7.

In addition to the classical polynucleotide:
glycosylase activities of RIPs on RNA or DNA,
novel activities have also been investigated.
Chitinase activity [34], phosphatase activity on
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lipids [35] and phosphatase activity on nucleo-
tides [36] have been demonstrated for individual
RIPs. However, it is important to note that there
is controversy about these novel activities attrib-
uted to RIPs, owing to the possible presence of
contaminants in the protein preparations [37].
Although it is now known that an efficient puri-
fication method is enough to separate possible
contaminants, Wang and coworkers demon-
strated that the ribonuclease contamination can
largely be removed by affinity chromatography
using red sepharose [38]. Regardless, it is impor-
tant to establish an efficient purification protocol
for RIPs before announcing a novel activity.

Scientists have attempted to clarify the func-
tion of RIPs in nature for at least 20 years.
Currently, only the enzymatic activity and
mechanism of action of RIPs have been elu-
cidated. Nevertheless, additional biological
activities for RIPs have been proposed, as will
be discussed in the next section. Although most
biological activities of RIPs undoubtedly rely on
their enzymatic properties, others may be due
to nonenzymatic interactions of the amino- or
carboxy-terminal domains with nucleic acids or
proteins [7]. Nevertheless, the widespread nature
of RIPs likely emphasizes their importance.

The ubiquity of RIPs in plants

Since the discovery of ricin, the first RIP, in
plant seeds, interest in its medical properties has
led the scientific community to search for new
RIPs in plants. For this reason, plant RIPs are
currently the best characterized and understood.
Different RIPs have been reported from approx-
imately 50 plant species covering 17 families.
Some families include many RIP-producing spe-
cies, particularly Cucurbitaceae, Euphorbiaceae,
Poaceae and families belonging to the superorder
Caryophyllales (11). In addition to plants, there is
also a wide distribution of RIPs in fungi, bac-
teria, algae and also in mammalian tissue [39].
Antiviral, antifungal and insecticidal activities
have been discussed as part of the defense mech-
anism for RIP producers [2]. Apoptotic activity is
suggested owing to the high expression of RIPs
in senescent, wounded or stressed tissues [40].
Unfortunately, there are only hypotheses about
their role; in this sense, the current belief is that
RIPs could play a significant role in antimicro-
bial responses, stress and senescence, or could
be important as antifeedants, storage proteins
and apoptotic components [7.40.41]. Potentially,
the biological role of RIP remains an intrigu-
ing area of research because of the ubiquity and
conservation of these proteins in nature.
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Type 1 RIPs are the most abundant RIPs
among plants [10] and are found at different
concentrations in different plants, including
nontoxic plants 42.43]. The distribution of RIPs
in the producing plant is widespread; they can
be present in seeds, leaves, roots, fruits, stems,
flowers or bulbs [39]. In addition, different
types of RIPs can coexist in the same plant.
Type 1 and type 2 RIPs have been found in
Sambucus spp. [44], Cinnamomum camphora
4s] and Iris hollandica [46]. We are unaware of
other producers such as fungi or bacteria that
contain more than one RIP within the same
organism. Only a relatively small set (<40) of
type 2 RIPs have been purified and charac-
terized. Moreover, since all proteins currently
characterized were isolated from a rather lim-
ited number of seed plants (Ricinus communis,
Abrus sp., Adenia sp., Cinnamomum camphora,
Sambucus sp., Viscum sp., Momordica charan-
tia, Trichosanthes sp., Bryonia dioica, Panax
ginseng, Ximenia americana, Iris hollandica and
Polygonatum multiflorum) belonging to only
13 genera, it is generally believed that type 2
RIPs are scarcely distributed among flowering
plants [39.47]. Girbés et al. provided an updated
list of all known RIPs [39].

According to Peumans and Van Damme,
evidence suggests that an ancestor of modern
seed plants developed the RIP domain at least
300 million years ago (47]. This ancestral RIP
domain gave rise to a direct lineage of type 1
RIPs (i.e., primary type 1 RIPs), still present
today in many monocots and at least one dicot.
Later on, a plant succeeded in fusing the RIP
domain to a duplicated ricin-B-domain acquired
from a bacterium. The resulting ancestral type 2
RIP gave rise to all modern type 2 RIPs and, by
domain deletion, to different lines of ‘secondary’
type 1 RIPs and ricin-B type lectins. Finally, the
origin of the bacterial RIP domain probably did
not develop their own RIP domain but acquired
it through (multiple) lateral plant gene transfers
(see FIGURE 2).

Bacterial RIPs & their applications

RIPs are present in only a limited number of
bacteria, including E. coli, Shigella dysenteriae
and Streptomyces coelicolor [48-50]. Some fungi
produce type 1 RIPs with a molecular mass
close to or under 10 kDa [s1], while others vary
between 13.8 kDa (such as velutin) [52] and up
to 42 kDa (such as lammulin) [53]. These RIPs
act exactly as their plant counterparts. All these
findings favor the generally accepted hypoth-
esis that RIPs are enzymes that are widely
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distributed among many organisms and, there-
fore, they must play an important, but as yet
undefined, biological role.

Shiga and Shiga-like toxins (SLT) are the
best studied bacterial RIPs. They are produced
by S. dysenteriae and E. coli, respectively. Also,
Citrobacter freundii, Aeromonas hydrophyla,
Aeromonas caviae and Enterobacter cloacae have
been found to produce these toxins.

Shiga toxins belong to type 2 RIPs [49,54] con-
sisting of two components, an A-chain with
N-glycosidase activity and a B-chain with lectin
properties. The A-fragment (32 kDa) consists of
two subunits (Al and A2) linked by a disulfide
bond, and is responsible for protein synthesis
inhibition by removing an adenine from the
major ribosome subunit. The B-fragment con-
sists of five identical subunits of 7.7 kDa ordered
in a ring-shaped pentamer (see Ficure 3) [55]. Shiga
toxins are classified into two major types, Stx1
and Shiga toxin 2, both with similar structures
but with different A-chain sequences. The Stx1
type consists of 315 amino acids, while the Shiga
toxin 2 type has 318 amino acids, explaining why
they differ in immunological properties. The szx
genes are encoded on temperate bacteriophages,
and production and release of the toxin is
primarily dependent on prophage induction [56].

These toxins are responsible for important
diseases such as hemolytic uremic syndrome,
microangiopathic hemolytic anemia, renal fail-
ure and, in some cases, neurological symptoms
(57]. To exert their activity, Shiga toxins first bind
with the help of the B-fragment to the glycolipid
receptor Gb3 (sometimes Gb4) on the cell sur-
face. They are then transported by endocytosis
and, subsequently, the A-chain enters the cytosol
where it exerts its enzymatic activity, leading to
the inhibition of protein biosynthesis and cell
death [s8]. To reach the cytosol, the following
model was proposed to explain the Shiga toxin
traffic: Shiga toxin binds to the plasma mem-
brane, where it induces local spontaneous cur-
vature and the formation of endocytic invagi-
nations. Retrograde tubules are then formed in
a clathrin-dependent manner, and Shiga toxins
preferentially localize to this tubular environ-
ment. Retrograde tubules are processed by scis-
sion in a retromer-dependent manner. Shiga
toxins bypass the late endocytic pathway and
are transferred directly from the early endosome
to the trans-Golgi network and, from there on,
to the endoplasmic reticulum (ER). Finally,
Shiga toxins use the ER-associated degradation
machinery to facilitate retrotranslocation into
the host cell cytosol [59].
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Figure 2. Dendrogram constructed using Geneious Tree Builder. Protein sequences were obtained for the ribosome-inactivating
protein family from the PFAM database (family code: PFO0161 [101]) and constructed into a dendrogram using Geneious Tree Builder
[102]. Names of bacterial species are colored according to taxonomic affiliation: actinobacteria (red); proteobacteria (blue).
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Figure 3. Shiga toxin. Based on Shiga toxin
PDM protein data bank: 1DMO [103].

The principal characteristics of Shiga toxins
that make them useful as medical tools are: first,
the specific binding and retrograde transport to
the ER conferred by the B-chain; and second,
the toxic effect of N-glycosidase activity from
the A-chain.

Apart from protein biosynthesis inhibition,
Shiga toxins can also have other effects. For
instance, Stx1 has been reported to have an anti-
viral activity that requires a catalytically active
toxin. Therefore, it is suggested that Stx1 could
be part of a defense mechanism [60]. Moreover,
Shiga toxins could induce a series of signal trans-
duction events linked to eventual apoptosis [61].
The toxin induces DNA degradation and the
release of cellular content. This process can
thereby facilitate proteolytic attack on neigh-
boring cells and contribute to the toxic effect in
whole organisms [s5].

The proposed mechanism to explain the apop-
tosis begins with the activation of one or more
members of the MAPK family in response to
Shiga toxin or ricin treatment, which has been
demonstrated in several different cell lines. This
signaling cascade is termed the ribotoxic stress
response (RSR). Activation of MAPKSs results
in changes in gene regulation at both transcrip-
tional and post-transcriptional levels. In this
way, Shiga toxin and ricin not only provoke inhi-
bition of protein synthesis, the MAPK kinase
signaling cascade is also activated [62]. The abil-
ity of Shiga toxin and ricin to activate the RSR
and induce proinflammatory and proapoptotic
signaling has been demonstrated iz vitro in
several cells (HCT-8, Vero cells, THP-1 cells,
human primary airway cells, RAW 264.7 cells

Future Microbiol. (2012) 7(6)

and murine primary macrophages) and iz vivo
in tissues (murine kidney, lung and intestine).
As was correctly mentioned by Jandhyala ez al.,
owing to the ability of ribotoxic stressors to
activate proinflammatory and proapoptotic
pathways, blockade of the RSR may constitute
a therapeutic strategy to treat illnesses associ-
ated with ribotoxic stressors such as hemolytic
uremic syndrome or ricin-induced acute respira-
tory distress syndrome [62]. On the other hand,
Das et al. present an interesting discussion about
induction mechanism of apoptosis [63].

The understanding of toxicity and interaction
with cells from Shiga toxins allowed the design
of useful drugs, immunotoxins and other con-
jugates that combine the use of A- or B-subunits
from Shiga toxins with several ligands [64.65).
Immunotoxins are agents designed to target and
kill cancer cells and consist of a tumor-targeting
ligand or antibody that is linked to the catalytic
moiety of a bacterial or plant protein toxin. The
targeted toxin induces apoptosis by reaching the
cytosol and inactivating vital cell processes or
by modifying the tumor cell surface membrane.
Various toxins have been used, including plant
RIPs such as ricin, saporin, PAP and gelonin,
among others, some of which have been tested
against various malignancies, often achieving
promising results [66]. The bacterial toxins most
frequently used for cancer treatments are diph-
theria toxin and Pseudomonas exotoxin-derived
proteins, which also block protein biosynthesis,
but in a different way than RIPs. Once in the
cytosol, diphtheria toxin and Pseudomonas exo-
toxin will prevent further protein synthesis by
catalyzing the adenosine diphosphate ribosyl-
ation and subsequent inactivation of EF-2, which
leads to the inhibition of protein synthesis and
cell death. Several clinical trials have been car-
ried out, with encouraging results. In addition,
Shiga-toxin-linked molecules are being investi-
gated to treat solid tumors and hemarological
malignancies. Specifically, the SLT-1 A-subunit
encodes all functions necessary to route itself
out of cellular organelles in order to reach and
inactivate ribosomes present in the cytoplasm of
eukaryotic cells. This event subsequently leads
to apoptosis.

Focusing on the Shiga toxin B-subunit, this
protein shows exclusive binding to the glyco-
lipid Gb3 cellular receptor (65.67] with a mark-
edly restricted expression pattern that allows the
design of compositions that specifically target
certain cells types, such as antigen-presenting
cells (exploitation for immunotherapy) or
tumor cells (exploitation for tumor targeting).
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The targeting and trafficking characteristics of
the Shiga toxin B-subunit are currently being
exploited for the development of new immuno-
therapy and cancer cell targeting approaches.
Hotz et al. conducted in vitro and in vivo experi-
ments to evaluate the effects of the SLT-1-VEGF
fusion protein, composed of VEGF and the cata-
lytically active A-subunit of SLT-1 produced by
E. coli O157:H7, in a clinically relevant ortho-
topic nude mouse model of pancreatic cancer
(64]. VEGF induces endothelial cell proliferation
and enhances vascular permeability. Selectively
damaging endothelial cells at sites of angiogen-
esis with SLT-VEGF was intended as a novel
antiangiogenic treatment strategy. VEGF can
direct toxins to tumor vessels through VEGF
receptor 2 for antiangiogenic therapy. In animal
tumor models, SLT-VEGEF selectively depleted
endothelial cells in tumor vasculature as judged
by immunohistochemical analysis. It could be
concluded that SLT-VEGF is toxic for tumor
vasculature rather than for normal endothelial
or pancreatic cancer cells.

Since the SLT-1 A-subunit lacks the ability
to target cancer cells, Cheung et a/. developed a
single chain RIP by insertion of a random seven-
amino-acid peptide motif into the structure of
the SLT-1 A-domain to create a combinatorial
library of this protein template expressing toxic
SLT-1 A mutants harboring a putative peptide
ligand that may specifically recognize, enter and
kill cancer cells [¢8]. A search through the library
yielded a variant named SLT-IAIYSNKLM that
selectively targets human melanoma cell lines.
This novel single chain RIP variant of the cyto-
toxic A-subunit of STL-1 was able to target and
specifically kill human melanoma cells, suggest-
ing that RIP A-subunit libraries may represent a
useful discovery tool for targeted protein-based
therapeutics.

In addition, the use of the A-domain of Shiga
toxin in cancer therapy harbors several advanta-
geous properties compared with conventional
chemotherapeutic drugs. It encodes the nec-
essary functions to route itself out of cellular
organelles in order to reach and inactivate
ribosomes present in the cytoplasm of eukary-
otic cells. It kills cells in an extremely effective
manner (theoretically, one toxin molecule is
enough to kill one cell) and, thus, the StxA-
chain could potentially have therapeutic effects
at low doses and with only one or a few rounds
of treatment [69]. Examples of the efficient anti-
tumoral activity of Shiga toxin have been shown
in several murine cancer models. These reports
demonstrate that intratumoral or intraperitoneal

future science group

injections of the Stx1 A-chain inhibited tumor
growth in a murine metastatic fibrosarcoma
model [70], as well as in mouse xenograft models
of human malignant meningiomas [71], atypi-
cal human bladder carcinoma with endothelial
characteristics [72], human renal carcinoma [73]
and human astrocytoma [74]. Another advantage
of the StxA chain compared with conventional
chemotherapeutic drugs is the fact that the StxA
chain kills cells by a different mechanism, and as
such is being potentially efficient for most drug-
resistant cancer cell phenotypes. Therefore, the
StxA chain may be able to kill cancer cells that
would otherwise escape chemotherapeutic treat-
ment and lead to a relapse [69]. Nevertheless, the
medical applications of the Shiga toxin remain
limited so far. More research is needed in order
to clarify issues such as the inefficient delivery
into some cancer cells by the use of the Shiga
toxin B-chain [75] and side effects associated
with Shiga toxin A-chain treatment [76]. Apart
from targeting and trafficking, the Shiga toxin
B-subunit also has other characteristics that may
be of importance in an immunotoxin-directed
approach, such as small size, resistance to the
intestinal milieu (pH and proteases), transport
across the mucosa of the intestines and distribu-
tion in the body [77]. An example of the useful
efficiency of membrane translocation from the
Shiga toxin B chain has been shown through the
delivery of antigenic peptides into T cells [78].

Streptomyces coelicolor & RIP
in S. coelicolor
In contrast to Shiga toxin, the RIP in . coeli-
color (RIPsc) is a type 1 RIP. It was shown to
depurinate mammalian, fungal and bacterial
ribosomes, but was not able to cause damage to
intact cells [50]. Streptomycetes are Gram-positive
soil bacteria that produce a wide variety of sec-
ondary metabolites, many of which have potent
biological activities. They produce more than
half of the known biologically active microbial
products, including many commercially impor-
tant antibiotics, immunosuppressants, animal
health and agrochemical products. This vast res-
ervoir of diverse compounds makes Streptomyces
one of the most industrially important microbial
genera and, consequently, a battery of tools for
genetic manipulation of these microorganisms
is available. S. coelicolor A3(2) is genetically
the best-characterized Streptomyces strain. Its
genome sequence became available in 2002 [79].
Moreover, an increasing number of studies
over the past years have reported Streptomyces as
a potentially interesting host for the heterologous

www.futuremedicine.com

Review

711



Review Reyes, Anné & Mejia

712

production of secreted proteins (for a recent
review, see [80]). Apart from the benefits of using
Streptomyces as a host for heterologous protein
production, much effort is carried out to explore
the isolation of new secondary metabolites, for
example by identifying and expressing silent
genes clusters [81].

Recently, the presence of an active type 1
RIPsc encoded by ORF SCO7092 was reported
(50]. In silico analysis of SCO7092 showed that
the amino acid sequence is similar to known
type 1 RIPs. Alignment of RIPsc amino acid
sequence with some well-characterized RIPs,
including ricin, PAP and a group of type 1
RIPs, isoforms of Muscari armeniacum (MU1,
MU?2 and MU3) showed only a surprisingly
low similarity, ranging between 22% for the
ricin A-chain, 23% for PAP and 30% for the
MU group. Despite this low similarity, the
sequence segments where RIPsc was similar
to the RIDPs tested were localized. Moreover,
seven amino acids involved in the active site of
ricin (Tyr80, Tyrl123, Ala 165, Glul77, Ala 178,
Argl80 and Trp21l in the A-chain of ricin)
were conserved in RIPsc. Although similarity
with known RIPs was low, the conservation of
the important active site residues assumed the
presence of RIP enzymatic activity [s0]. More
recent evidence further demonstrated that
structural protein alignments made [Mircan ez,
UnreusLisuep Dara] from protein sequences of ricin
and RIPsc were completely coupled.

The RIPsc sequence consists of 300 amino
acid residues. It has a 35 amino acid-long
N-terminal signal peptide as revealed by
in silico analysis with SignalP 3.0, suggesting
that RIPsc is a secreted protein. Gene databases
search for similar genes in other Streptomyces
species only showed the presence of a RIPsc
sequence homolog in Streptomyces scabies, in
which the active site residues were also present.
Interestingly, for S. coelicolor, the genome loca-
tion of the ripsc gene was found near the end of
the linear chromosome, a highly variable region
of several Streptomyces species. Since most
essential genes are located in the core region
of the chromosome, the RIPsc-encoding gene is
most likely not essential for growth. This may
explain why a 7ip homolog is absent in most
Streptomyces species.

The RIP activity of RIPsc was confirmed by
several experiments [50]. Induction of overex-
pression of the mature RIPsc protein in E. coli
gave rise to a substantial growth decrease at the
moment of induction, suggesting a toxic effect
of RIPsc for E. coli ribosomes. RIPsc could be
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purified from inclusion bodies, and following
refolding the activity of RIPsc was tested in a
series of experiments.

In an in vitro luciferase translation system
using rabbit ribosomes, luciferase produc-
tion was strongly reduced when RIPsc was
added, compared with the control without
RIPsc, suggesting that RIPsc specifically
inhibits protein translation of rabbit ribo-
somes. In another experiment, expression of
ripsc under the control of a galactose-induc-
ible promoter was shown to be deleterious for
Saccharomyces cerevisiae, providing further sup-
port that RIPsc is active on eukaryotic ribo-
somes. RIPsc N-glycosidase activity could be
confirmed with a recently described adenine
glycosylase activity assay. This assay is based
on the fact that reverse transcriptase typically
incorporates an adenosine when it encounters
a site with a lesion on the template strand [s2].
RIP activity was monitored for RNA samples
taken from noninduced and induced cells of
E. coli BL21(DE3)pLysS transformed with
pET-RIPsc. If the produced protein had dam-
aged the rRNA, reverse transcriptase would
insert an adenosine into the complementary
DNA during quantitative reverse transcriptase
PCR. Provided that a site-specific PCR primer
was used, a higher amplification of the altered
sequence results. A strong increase in the target
amplicon was observed following induction of
ripsc expression in comparison with the control
(template from culture without induction) (50].
This showed that RIPsc removes the specific
adenine from rRNA within a universally con-
served GAGA sequence (A2660 in the case of
E. coli 23S rRNA).

Furthermore, the possible antifungal and
antibacterial activity of RIPsc was assessed on
a series of selected fungal and bacterial strains,
but growth inhibition was not observed. A
possible explanation is that as RIPsc belongs
to type 1 RIPs, it could not enter the cells.
Consequently, a direct role of RIPsc in the
antagonism of bacterial and fungal competitors
is very unlikely.

Reverse transcription expression analysis
showed that ripsc expression was constant dur-
ing growth. On the other hand, under standard
fermentation conditions using different media it
was not possible to detect RIPsc in the culture
supernatants. It is suggested that the observed
ripsc expression occurring under the basal state
is necessary to induce or is part of an apopto-
sis process. Further experiments are needed to
investigate this hypothesis.
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Potential applications for bacterial RIPs
The pharmaceutical industry globally is facing
high development costs coupled with declining
success rates in drug discovery programs. The
decrease in the success of traditionally gener-
ated new chemically based small molecules
calls for new approaches to discover successful
molecules, which may be based on the advance-
ments in biotechnology. In fact, the acquired
knowledge on the background of pathologies,
physiology and mechanisms of action may be
useful to develop new approaches. For example,
since the mechanism of action for bacterial
RIPs is known, there is greater potential for
their use in the biomedical field. Nevertheless,
after many reports [64,83-85], the most prom-
ising applications of RIPs in experimental
medicine to date are their use as chemically
conjugated targeted chimeric molecules. In
particular, their use as recombinantly expressed
genetic fusions to different ligands, such as
growth factors or antibody fragments, capable
of delivering them to cells and being selectively
eliminated are promising [11,68].

A potential advantage has arisen from the
recent discovery of RIPsc. Advantages of
RIPsc over Shiga toxins as a safe RIP producer
organism allows for safe production processes.
Currently, we are investigating the ability to
produce RIPsc conjugations for application as
an agrochemical. Besides this, there is certainly
room in the biomedical field to explore applica-
tions using RIPsc. However, using RIPsc as a
partner in fusion/conjugates still requires cyto-
solic access by the RIP. Directing an immuno-
toxin, fusion or conjugate to the site of cytosolic
entry normally used by the RIP would probably
be of benefit. For example, ricin A-chain and
StxA chain immunotoxins/fusions/conjugates
should be directed to the ER, and the targeting
compound should be engineered to allow the
release of the toxin component at this site. In
the case of RIPsc, trafficking studies may there-
fore have benefit — although for some RIPs they
have not necessarily been definitive and differ-
ent RIPS may have different intracellular routes
to enter the cytosol of intoxicated cells [86].

A potential application of RIPsc in medicine
is its use as an antitumor agent via two different
mechanisms. As proposed, RIPsc could be intro-
duced into tumor cells by induction with shock
waves [87]. RIPsc may also be used as an anti-
cancer substance by designing it to be a specific
immunotoxin against particular cancers.

In spite of several trials, the only clinically
approved product thus far is a diphtheria toxin
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conjugate where IL-2 serves as the binding moi-
ety. However, as methodology is improving and
more becomes known about the role of differ-
ent parts of the toxin molecules, new improved
drugs can be produced and clinical trials can be
carried out more intensively.

On the other hand, although antiviral activity
of RIPsc has not yet been demonstrated, i silico
analysis of structure and amino acid composi-
tion suggest that antiviral activity of RIPsc
cannot be excluded, as shown for a plant RIP
reported to be active as an anti-HIV agent [ss].
Furthermore, antibacterial or antifungal activ-
ity of RIPsc might be achieved by the fusion
of a lectin or a ligand able to specify RIPsc in
addition to facilitating its entry into a target
microorganism for treatment.

The possibilities for RIPsc’s medical appli-
cations are extensive, necessitating further
research efforts. Researchers aim to find new
RIPs in bacteria, enabling greater understand-
ing of their function. Furthermore, investigation
to design better, safer and less expensive drugs
using natural and noninvasive molecules is of
primary interest.

Conclusion

This overview shows that RIPs are widespread
in nature, in particular in plants, but they have
also been detected in other organisms, includ-
ing some bacteria, fungi and algae. Although
RIPs have been extensively investigated for many
years, a real answer about their physiological role
cannot be given as yet, and only possible sugges-
tions have been made. Further research is needed
to answer this question. The observation that
RIPs show antimicrobial activity stimulated
researchers to test them as antimicrobial agents.
However, these tests were unsuccessful against
a number of viruses causing disease in man, but
potential applications in the protection in plants
against viral infections and fungal attacks are
more promising.

Both type 1 and type 2 RIPs have been tested
for these purposes. Since RIPs give rise to cell
death as a consequence of protein synthesis
arrest following N-glycosidase action causing
adenine release from the sarcin/ricin loop of the
large ribosomal subunit, they have been tested
for cell killing activity against different types
of cells, including tumor cells and immuno-
reactive cells. To specifically target the RIPs
to these cells, appropriate molecules such as
antibodies, growth factors, lectins, hormones,
neuropeptides and cytokines have been tested
with varying success. Alternatively, the B-chain

www.futuremedicine.com

Review

713



Review Reyes, Anné & Mejia

could also be used for specific delivery, such
as the Stx B-chain, which specifically binds to
the Gb3 receptor and has a restricted tissue
expression pattern. It is present on cancer cells
and dendritic cells, two cell types of particu-
lar interest in biomedical research. When the
B-subunit is coupled to cytotoxic compounds,
the tumor cells can be preferentially targeted,
and hopefully killed.

The previously mentioned examples show that
RIPs or their components can potentially be
applied in biomedical research and in plant pro-
tection, but far more experiments have to be car-
ried out to develop them from proof-of-concept
to valuable and applicable tools.

Future perspective

Since the discovery of the first RIPs, ricin from
the seeds of Ricinus communis, and abrin from
the seeds of Abrus precatorius more than a cen-
tury ago, many different RIPs have been identi-
fied, and their mechanism of action has become
known. They inhibit protein synthesis by virtue
of their selective cleavage of a specific residue
from the highly conserved stem-loop structure
in the 28S rRNA of ribosomes. This unique
property make RIPs an interesting molecule to

combat different diseases in plants and animals,
including man. Examples of applications have
already been given in the literature and in prac-
tice, for example, it has been involved in antivi-
ral (including HIV), antifungal, anti-insect and
antitumor aspects.

Since the mechanism of action is now well
understood, future directions in research
will be to find new active RIPs from differ-
ent sources and, more importantly, to develop
methods for efficient and specific cell target-
ing. It is obvious that most attention will go to
type 2 RIPs, because their B-chain can be used
for cell specificity, but type 1 RIPs can also be
developed into specific cell targeting molecules.
In any case, fine tuning for cell specificity is
needed, since RIPs can, in theory, inhibit any
kind of cell, and collateral damage should be
avoided as much as possible. Since tumor cells
are, in many cases, the target cells, precise pin-
pointing is needed. Therefore, molecules ought
to be designed in which the toxic domains of
RIPs are linked to selective tumor targeting
domains or directly delivered as suicide genes
for cancer gene therapy, as illustrated with the
single-chain RIP variant coupled to the Shiga-
like Al-chain [68]. In such a manner, type 1

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are proteins with N-glycosidase activity that causes the release of a specific adenine from the

sarcin/ricin loop of the 60S ribosomal subunit. As a consequence, polypeptide chain translocation is hindered and protein synthesis is
arrested. Some RIPs also inactivate ribosomes from fungi and certain plants and bacteria.

A number of RIPs also display N-glycosidase activity on other adenines from rRNA, on viral RNA and on genomic DNA. In addition, for
some RIPs chitinase activity, topological activity on DNA, HIV integrase inhibitory activity, superoxide dismutase, DNase and lipase
activity have been reported.

RIPs are currently divided into two classes based on the number of subunits:
— Type 1 RIPs are single-chain proteins with enzymatic activity;

— Type 2 RIPs have an active A-chain linked to a B-chain with lectin properties, which facilitates the entry of the A-chain into the
target cell;

— Atype 3 RIP has previously also been proposed for RIPs whose A-chain is attached to peptidic segments without known function,
but is now classified as type 1 RIP.

RIPs are primarily distributed in plants, but they are also present in some fungi, bacteria, algae and in mammalian tissues.

— However, their biological role and function remains enigmatic. It has been postulated that they could have a role in the defense of
plants against predators, fungi and viruses, or that they could play a role in plant senescence.

Bacterial RIPs have been demonstrated in Escherichia coli, Shigella dysenteriae and Streptomyces coelicolor.

— stx genes are encoded on temperate bacteriophages in the chromosome of the bacteria, while the S. coelicolor RIP (~30 kDa) is
encoded in the chromosome;

— Shiga toxin is the best-characterized bacterial RIP. It is an AB toxin with the A-fragment (~27 kDa) consisting of two subunits linked
by a disulfide bond, and noncovalently bound to a homopentameric B-subunit (5 x 7.7 kDa), the latter of which allows binding to
glycolipid receptors at the cell surface. In a number of cell types, Shiga toxin is transported from the plasma membrane to the
endoplasmic reticulum via early endosomes and the Golgi apparatus;

— Shiga toxins are responsible for diseases such as hemolytic uremic syndrome, microangiopathic hemolytic anemia and renal failure,
and in some cases neurological symptoms.

Research on RIPs is expanding because of their possible applications.
— They can potentially be applied in medicine for the treatment of cancer, HIV and autoimmune diseases;

— There are also applications in agriculture for the treatment of viruses and fungi.
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RIPs can also be developed as interesting tools
to precisely target and combat specific cells,
including cancer cells but also microbially
infected cells. In addition, structure—activ-
ity relation studies can help to increase the
enzymatic activity of RIPs in order to develop
a more efficient ‘killer’ enzyme. In conclu-
sion, applications of RIPs in different thera-
peutic domains remain an exciting research
domain that will eventually result in valuable
applications for the profit of man.
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