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Resumen

Las Proteinas inactivadora de los ribosomas (RIPs) son enzimas que poseen actividad N-
glicosidasa inhibiendo irreversiblemente la sintesis proteica. Las RIPs se han encontrado
en plantas, algas, hongos y bacterias, a menudo en multiples formas y han sido clasificadas
como de tipo 1, las cuales contiene una sola cadena con actividad enzimatica y de tipo 2,
las cuales poseen una cadena A similar a las RIPs de tipo 1 unida a una cadena B con
propiedades de lectina. La principal caracteristica de las RIPs es el efecto letal que ejerce
en los organismos atacados, dicha actividad lo hace interesante en la aplicacién contra
células indeseables, pues es posible disefiar moléculas con especificidad controlada,
proporcionando a la nueva molécula un valor agregado trascedente pues la
inespecificidad es uno de los problemas que enfrentan los compuestos utilizados en
campos como la medicina y la agricultura. En consecuencia, la eleccién de un sistema de
expresion heteréloga tiene un importante impacto en el desarrollo de nuevos productos.

En el presente estudio, la RIPsc proveniente de Streptomyces coelicolor clasificada como
de tipo 1, activa contra ribosomas bacterianos, flngicos y de mamifero, se unié al péptido
antifdngico PEP32 en el extremo N-terminal como en el extremo C-terminal,
obteniéndose las proteinas PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32, esto con el objetivo de
determinar en qué caso el péptido es capaz de cumplir la fusiéon de acarrear a la RIPsc
dentro de las células sin alterar el dominio RIPsc, debido a que existe la posibilidad de
que la fusién interfiera en su actividad por impedimento estérico. Se disefié un cassette de
expresion tanto para S. lividans TK24 y Escherichia coli. Como resultado, se logré obtener
la transformante que secreta la proteina PEP32-RIPsc en S. lividans TK24 ya que se mostro
cierta inhibicion en el crecimiento de diferentes hongos (Penicillium chrysogenum,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, Colletotrichum sp, y Paecilomyces)
empleados, tres de ellos fitopatogenos. Mediante un gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) se detecté una banda de aproximadamente de 30 kDa, lo cual
sugiere que se trata de la proteina de interés. La estrategia de fusionar el gen de interés
a la secuencia sefial de una proteina homoéloga abundantemente secretada por la via Sec
parece ser una alternativa adecuada para la produccién de proteinas heterdlogas ya que
el sistema de expresién para Escherichia coli no mostroé los resultados esperados.



Abstract

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are enzymes that possess N-glycosilase activity
that irreversibly inhibits protein synthesis. RIPs have been found in plants, fungi, algae,
and bacteria, often in multiple forms and have been classified as type 1, consisting of a
single chain with enzymatic activity, and type 2, consisting of an A-chain similar to type 1
RIPs, linked to a B-chain with properties of a lectin. The principal characteristic of the RIPs
is the lethal effect it has on the targeted organisms, such activity makes it interesting in
the application against undesirable cells, it is possible to design molecules with controlled
specificity, providing the new molecule added value transcendent as the inespecificidad
it is one of the problems facing the compounds used in areas as medicine and agriculture.
Consequently, the choice of a heterologous expression system has an important impact
on the development of new products.

In the present study, the RIPsc from Streptomyces coelicolor classified as type 1, active
against bacterial ribosomes, fungal and mammalian, joined antifungal peptide PEP32 at
the N-terminal and the C-terminal, obtaining the PEP32-RIPsc and RIPsc-PEP32 proteins,
this in order to determine in which case the peptide is able to meet the merger hauling
the RIPsc within cells without altering the domain RIPsc, because there is a possibility
that fusion interfere with its activity by steric hindrance. An expression cassette for
Streptomyses lividans TK24 so Escherichia coli and was designed. As a result, it was
possible to obtain the transformant secretes PEP32-RIPsc protein in S. lividans TK24 as
certain inhibition was shown in the growth of different fungi (Penicillium chrysogenum,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, Colletotrichum sp and Paecilomyces)
employees, three of them phytopathogenic. Through a denaturing polyacrylamide gel
(SDS-PAGE) a band of approximately 30 kDa was detected, suggesting that the protein is
of interest. The strategy to fuse the gene of interest to the signal sequence of a homologous
protein abundantly secreted by the Sec pathway appears to be a suitable alternative for
the production of heterologous proteins as the expression system for Escherichia coli not
showed the expected results.}
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1.Introduccion

1.1Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs)

Las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas o mejor conocidas como RIPs (por sus
siglas en inglés), son un grupo de proteinas que poseen la capacidad de causar dafio
irreversible a los ribosomas, inhibiendo asi la sintesis proteica. La principal actividad
conferida a las RIPs es la de N-glicosidasa causantes de la liberaciéon de una adenina
(A) de la estructura ribosomal, aunque recientemente se han reportado diversas
actividades novedosas tales como DNAsas, antivirales, polinucleétido adenosin
glicosidasas, entre otras (Peumans, et al., 2001). Dicha actividad se lleva a cabo, por

medio de la escisién de una enlace glicosidico (N-C) especifico presente en la region

A X
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U G u G
G A G A
AC CA AC CA
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G C RIPs G C
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Figura 1. Actividad N-glicosidasa de las RIPs sobre la horquilla sarcina/ricina de la subunidad mayor de
los ribosomas. (Figura modificada de Tor y Xie, 2009 y tomada de la Tesis de Reyes 2012)



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 caracteristica del ribosoma, y
resulta clave para su funcionalidad. El nombre de esta region del rARN (Sarcin-Ricin
Loop/SRL), se debe a que es el sitio de accion de la ricina y la a-sarcina, dos de las

toxinas mas potentes (DaSilva, et al., 2003).

Originalmente, las RIPs fueron clasificadas en tres grupos con base en sus
propiedades fisicas, RIPs tipo 1, 2 y 3 (Mundy, et al., 1994). Las RIPs de tipo 1 son
proteinas monoméricas de aproximadamente 30 kDa con actividad N-glicosidasa, las
RIPs de tipo 2 estdn constituidas por dos cadenas, la cadena A con actividad N-
glicosidasa ligada a la cadena B con propiedades de lectina (Olsnes & Pihl, 1973), la
ricina es la mas representante de esta clase, ylas de tipo 3 que son sintetizados como
precursores inactivos (proRIPs) que ademas necesitan procesos proteoliticos entre
los aminoacidos que forman el sitio activo antes de tener actividad N-glicosidasa. La
funcién de su dominio C-Terminal es desconocida. La RIP del tipo 3 mejor estudiada
es la proteina JIP-60, que es una RIP aislada de la cebada. Dentro del tipo 3 se incluyen
todas las RIPs que no tiene las caracteristicas descritas para los tipos 1 y 2. Sin
embargo, debido a que una vez que son procesadas, poseen la misma capacidad
enzimdatica que las del tipo 1, se ha sugerido incluirlas a tal grupo, teniendo
finalmente dos grupos principales, RIPs del tipo 1 y RIPs del tipo 2 (Figura 2. )

(Nielsen, & Boston, 2001; Peumans, et al., 2001).



ARN N-glicosidasa

RIP Tipo |
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CadenaB -

<

Lectina ARN N-glicosidasa

RIP Tipo Il

Figura 2. Clasificacion de las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs).

Mas de 50 genes de RIPs tipo de 1 y 15 RIPs de tipo 2 han sido secuenciados y/o
clonados. La comparacién de estas secuencias revela una fuerte similitud entre los
RIPs tipo 1 con la cadena A de las RIPs tipo 2, asi como entre las cadenas B de
diferentes RIPs tipo 2. Un examen profundo indica que la similitud de secuencias
entre los aminoacidos del extremo amino-terminal y la regién central de las RIPs es
mucho mayor que en el extremo carboxilo-terminal. Sugiriendo que, la preservacion
de la region central en la estructura de las RIPs es la responsable de la prevalencia de
las actividades y presumiblemente las actividades que no se conservan son debidas a

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



Las RIPs se encuentran comunmente en plantas y ampliamente distribuidas en el
mismo reino, por lo que son las mejor estudiadas, caracterizadas y entendidas. Sin
embargo, en reportes recientes se ha revelado la amplia distribucién de las RIPs no
solo en plantas sino también entre hongos, bacterias e inclusive tejido mamifero
(Girbés, et al., 2004).

Las RIPs del tipo 1 son las mas abundantes. En cada planta se ha encontrado en
diferentes concentraciones y también se ha mostrado su presencia en plantas
consideradas como no téxicas (Ishizaki, et al., 2002; 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). A veces, tanto en RIPs tipo 1 y tipo 2 se
han encontrado en la misma planta co-existiendo, por ejemplo, en plantas como
Sambucus nigra (Ferreras, et al., 2000 ) y Cinnamomum camphora (Ling, et al., 1995).
Dentro de las RIPs de tipo 2, s6lo un pequefio nimero ha sido purificado y
caracterizado (aproximadamente 40). Tales RIPs fueron aisladas de un grupo
pequerfio y limitado de plantas pertenecientes solo a 13 géneros (Ricinus communis,
Abrus sp., Adnia sp., Cinnamomun camphora, Sambucus sp., Viscum sp., Momordia
charantia, Trichosathes sp., Panax ginseng, Ximenia americana, Iris hallandica y
Polygonatum multiflorum) por lo que se cree que las RIPs del tipo 2 se encuentran
distribuidas entre las plantas con flores (Peumans & Van Damme , 2010).

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 presente en varias
monocotiledéneas y al menos una dicotiledénea. Mas tarde alguna planta fue capaz
de fusionar de manera exitosa su domino RIP con un dominio lectina adquirido de
alguna bacteria. El ancestro resultante de las RIPs de 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 eliminaciéon 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 se desarrolld propiamente por las bacterias sino adquirido por medio
de una transferencia multiple de genes desde las plantas (Peumans & Van Damme ,
2010).

Las RIPs en bacterias estan presentes solo en un nimero limitado, Escherichia coli,
Shigella dysenteriae y en Streptomyces coelicolor recientemente descubierta. La
producida por S. coelicolor es una RIP de tipo 1, denominada RIPsc (Reyes, et al.,
2010). Las producidas por S. dysenteriae y E. coli han sido denominadas toxinas Shiga
y toxina tipo Shiga respectivamente, ambas pertenecen al tipo 2 de la clasificacion de
las RIPs (Reisbig, et al.,, 1981; Obrig , 1997) y son responsables de enfermedades
como sindrome urémico hemolitico, anemia hemolitica microangiopatica, falla renal
y en algunos casos de sintomas neurolégicos. Las toxinas Shiga atacan a las células
provocando su muerte 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 & Sadving, 2000).



Algunos hongos producen RIPs tipo 1 con una masa molecular cerca o debajo de 10

kDa mientras que otros varian entre 13.8 kDa (como velutin) (Ng & Parkash, 2002)

y hasta 42 kDa (tal como flammulina) (Wang & Ng, 2001). Estos RIPs actiian

exactamente como sus homoélogos de plantas. Las RIPs también son producidas por

algas como Laminaria japonica y hongos Lentinus edodes. En la Tabla 1 se resume la

distribucién de lagunas RIPs en la naturaleza.

Tabla 1. Distribucién en la naturaleza de algunas RIPs.

Nombre Fuente Tipo Referencia
Plantas
Agrostina Agrostemma githago 1 (Brigotti, et al., 1989)
Saporina Saponaria officinalis 1 (Ippoliti, et al., 1992)
Trichosanthina Trichosanthes kirilowii 1 (Shaw, et al.,, 2005)
Momordina Momordica charantia 1 (Valbonesi, et al., 1999)
Pokeweed antiviral protein (PAP) Phytolacca americana 1 (Hudak, et al., 1999)
Ebulina Sambucus ebulus 2 (Citores, et al., 1996)
Ricina Ricinus cominus 2 (Olsnes & Pihl, 1973)
Porrectina Cinnamomum porrectu 2 (Li, et al., 1996)
JIP60 Hordeom vulgare 3 (Chaudhry, et al, 1994)
Maize RIP Zea mays 3 (Hey, et al.,, 1995)
Algas
Lamjapina Laminaria japonica 1 (Ren-Shui, et al.,, 2002)
Hongos
Gigantina Aspergillus giganteus 1 (Salvarelli, et al., 1994)
Clavina Aspergillus clavatus 1 (Huang, et al., 1997)
Tricholina Trichoderma viride 1 (Liu, etal, 1991)
Flammulina Flammulina velutipes 1 (Wang & Ng, 2000)
Pleuturegina Pleurotus tuber-regium 1 (Wang & Ng, 2001)
Bacterias

Shiga-tipo toxina Escherichia coli 2 (Obrig, 1997)
Shiga toxina Shigella dysenteriae 2 (Reisbig, et al.,, 1981)
RIPsc Streptomyces coelicolor 1 (Reyes, etal., 2010)




1.2 Mecanismo de accion y entrada a la célula de las RIPs

La actividad enzimatica N-glicosidasa es la funcion principal de las RIPs. En 1972,
Olsnes y Pihl descubrieron que la ricina inhibe la sintesis de proteinas en un sistema
libre de células, lo que llevé a la conclusion de que los ribosomas son el blanco de las
RIPs. Asimismo, durante el auge de la investigacion de las RIPs en 1970, se encontro
una proteina aislada de la planta Phytolacca americana que inhibia la transmision de
virus a otras plantas, dicha proteina fue nombrada PAP (Pokeweed Antiviral Protein).
Se lleg6 a la hipotesis de que los RIPs antivirales, que a menudo son extracelulares,
compiten selectivamente por la entrada al citosol de células infectadas, inactivando
los ribosomas y evitando de ese modo la replicacion del virus. Hoy se sabe que esta
actividad no depende unicamente de la inactivacién ribosémica, sino de un
mecanismo alterno que implica depuracion directa de la RIP en ARN o ADN viral (Raj.
& Vennila Jannet, 2013; Domashevskiy & Goss, 2015). En 1983, Irvin demostré que
la proteina PAP tenia el mismo efecto que la ricina sobre los ribosomas pues
inactivaba e inhibia la sintesis proteica, ademas que PAP estaba constituida por una
sola cadena con actividad RIP presentandose entonces la primer evidencia de una RIP
tipo 1. Posteriormente, Endo y sus colegas demostraron que las RIPs removian
selectivamente un residuo de adenina de rARN (Endo, et al., 1987), por lo que, fueron
clasificadas como rARN-glicosidasas en la nomenclatura de enzimas (EC 3.2.2.22).
Otros estudios demostraron que algunas RIPs remueven mdas de una adenina por
ribosoma (Barbieri, et al., 1994) y posteriormente, se encontr6 que las RIPs no sélo

eliminan adenina a partir del ARN, sino también a partir de ADN (Barbieri, et al,



1997), poli A (Barbierij, et al,, 1994), de ARN desnudo (Endo, et al, 1991) y ARNm
encapsulado (Hudak, et al., 2000). La capacidad de las RIPs para eliminar residuos de

adenina de diferentes sustratos llevé a nombrarlos polinucleétido adenin glicosidasa

(Barbieri, et al,, 2001).

Gracias al estudio de PAP (Pokeweed Antiviral Protein) (RIP de tipo 1) y dela ricina
(RIP de tipo 2) se entendid y caracterizd el modo de accion de las RIPs. Ambas
proteinas son capaces de inactivar enzimaticamente los ribosomas e inhibir el ciclo
de elongacién de la sintesis proteica. Se demostré que PAP actda removiendo una
adenina e interrumpiendo la interaccion de factores de elongacion eucariotas eEF1A
y eEF-2 (EF-Tu y EF-G en procariotas), bloqueando la sintesis de proteinas en el paso
de la translocacion (Gessner & Irvin , 1980). Se cree que PAP inhibe la unién de
eEF1A dependiente de aminoacetil-tRNA al sitio aceptor (sitio A del ribosoma)
mediada por la hidrolisis de GTP. De la misma manera, PAP inhibe la formaciéon del
complejo eEF-2-GDP-ribosoma y estimula la hidrolisis del ribosoma dependiente de
GTP (Irvin, 1983). Estos resultados sugieren que PAP causa dafios al ribosoma en el
sitio en el que se unen los factores eEF1A y eEF-2 inhibiendo la etapa de elongacion
de la sintesis proteica. La unidn de eEF-2 y las hidrolisis del complejo GTP-eEF-2 son
necesarias para la translocacion de los péptidos recién elongados del sitio A
ribosomal al sitio P. Por lo tanto, un efecto importante de PAP en la sintesis de
proteinas es la inhibicion de la reaccion de translocacién mediada por eEF-2 (Figura
3). Esta inhibicion fue apoyada por la observacion de que el factor de elongacion EF-

G en Escherichia coli, protege los ribosomas contra la acciéon de una RIP proveniente



de las semillas Croton tiglium, denominada crotina 2 (Alegre, et al, 1996), lo que
sugiere que el sitio de unién de EF-G en el ribosoma se solapa con el sitio de accion

de la RIPs (Wang & Tumer, 2000).

Peptidil

i transferasa

Inhibicién de la
Translocacion ,*
Stop del Ribosoma

Figura 3. Inhibicion de la sintesis de proteica por PAP. Después de la escision del residuo de adenina
en el bucle de ricina / sarcina de la subunidad mayor del rARN, el sitio de unién para el factor de
elongacién eEF-2 ya no esta intacto. Sin la ayuda de eEF-2 la cadena peptidica en crecimiento no puede
ser transferida al aminoacido recién llegado, por lo tanto, la sintesis de proteica se inhibe. Imagen de
Mansouri, et al., (2006).

P A

Osborn y Harley demostraron que los ribosomas tratados con ricina fueron capaces
de formar s6lo un dipéptido N-Terminal Met-Val, aportando evidencias que sustentan
que el paso inhibido por la ricina es la translocacién proteica (Osborn & Hartley,
1990). Estudios recientes relacionados al mecanismo de accién de las RIPs
demostraron que, el dominio C-terminal de las proteinas que componen el tallo
ribosomal en la levadura pueden unirse a la cadena A de la ricina (mediante

interacciones electrostaticas) en lugar de unirse al eEF-2, ofreciendo de esta forma



que la cadena A de la ricina se acerque al bucle sarcina/ricina y efectué asi su accién.
Dado que las RIPs deben interactuar con un gran sustrato, el ribosoma, un mecanismo
de doble etapa se contempla para el reconocimiento molecular, el cual implica
primero la interaccién con las proteinas ribosomales y después atacar al rARN (Xiao-
Ping, et al.,, 2009). Asimismo, se demostré que el tratamiento de los ribosomas de rata
con ricina causo la eliminacidn especifica de A4324 del bucle sarcina/ricina (Endo, et
al., 1987) y 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, mientras PAP tiene un espectro de toxicidad mas
amplio puesto que actia sobre ribosoma de plantas, bacterias, levaduras y animales
(Barbieri, et al., 1993)

Por otra parte, aun cuando las RIPs actiian de manera preferente sobre ribosomas,
hay pruebas que demuestran su accion sobre rARN desnudo con la misma actividad
N-glicosidasa (Endo , et al., 1991). Curiosamente algunas RIPs son capaces de de-
adenilar rARN desnudo de manera distinta al sustrato que cominmente atacan. La
cadena A de laricina es capaz de actuar sobre sobre rARN 23S desnudo de E.coli pero
incapaz de hacerlo sobre sus ribosomas intactos (Peumans, et al., 2001). También se
demostro que para la ricina y PAP, no soélo se escinde una adenina sino que ademas
se remueve la guanina 4323 (Ga4323) del bucle sarcina/ricina (Endo , et al., 1987;
Rajamohan, et al., 1999). Esta propiedad s6lo ha sido demostrada en estas dos RIPs

(Peumans, et al.,, 2001).
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A parte de las actividades ya mencionadas, las RIPs exhiben otras actividades
enzimaticas novedosas tales como actividad fosfatasa en lipidos (Helmy, et al., 1999)
y en nucleétidos (Chen , et al, 1996), actividad quitinasa (Shih , et al., 1997) y
superdxido dismutasa (SOD) (Li, et al., 1996). Estas observaciones sugieren que las
RIPs pueden poseer actividades bioquimicas duales y multiples funciones bioldgicas
( Park, etal, 2006).

Respecto a la forma de penetracién a la célula diana, la primera interacciéon con la
membrana externa varia entre las RIPs. Por ejemplo, las RIPs tipo 2 interactiian con
las células a través de su cadena B que contiene lectina. El dominio de lectina de la
mayoria de las RIPs de tipo 2 se unen especificamente a los residuos de galactosa que
se encuentran en las glicoproteinas y glicolipidos en la superficie de cada tipo de
célula, o N-acetilgalactosamina, que se encuentra, por ejemplo, en el residuo de azdcar
terminal del grupo sanguineo A antigeno (Marcus, et al, 1964). Algunas RIPs han
mostrado especificidad hacia los residuos de acido sialico unidos a galactosa o N-
acetilgalactosamina (Van Damme, et al., 2001). Posteriormente, la internacién, que ha
sido bien caracterizada para el caso de laricina, 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 translocén, la subunidad
catalitica entra el citoplasmay ejerce su actividad téxica tras escapar del proteosoma

(Sandvig & van Deurs, 2002; Simpson, et al., 1999; Lord, et al., 2003). En la Figura 4
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se muestra como la ricina y la Shiga toxina interactian con un receptor de
glicoproteina y glicolipido Gb3 (globotriaosilceramida).

Después de su internalizacidn las RIPs pueden seguir tres rutas diferentes: i) ser
transportadas al aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (RE) donde se
translocaran al citosol, ii) ser degradadas por enzimas lisosomicas o iii) ser
excretadas de las células por exocitosis (Sandving & van Deurs, 2005). Por su parte,

las RIPs de tipo 1 no poseen un dominio lectina y por lo tanto, en principio, no son
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Figura 4. Mecanismo de entrada a la célulay accién de las RIPs. La Shiga toxina es liberada dentro de la
célula después de que la Cadena B se une a la globotriaosilceramida (Gb3) para estimular la endocitosis
dependiente/independiente de clatrina. Al llegar al aparato de Golgi la Cadena A es escindida por la
proteasa Furina. La ricina es liberada dentro de la célula después de la unién de la Cadena B tipo lectina
a las glicoproteinas/glicolipidos y endocitosis dependiente/independiente de clatrina. Después de la
translocacion retréograda desde el aparato de Golgi al Reticulo Endoplasmico (RE), 1a cadena Ay B de la
ricina y Shiga toxina son separados. La saporina es entregada al citoplasma a través de un mecanismo
dependiente de clatrina con ayuda de saponinas. La Shiga toxina, ricina y saporina ejercen su actividad
ARN N-glicosidasa removiendo A4324. La a- Sarcina entra via pinocitosis y escinde el enlace fosfodiéster
entre Gs324y As326.BLF1 es tipo ribotoxina, pero no posee actividad ARN N-glicosidasa. Es entregada por
una bacteria patégena y desamida el factor de iniciacién de la traduccién elF4A por su actividad ARN-

helicasa. Imagen tomada de Walsh, et al,, 2013.

capaces de unirse a los receptores de la superficie celular, lo que explica su menor

toxicidad hacia las células en comparacion con las RIPs tipo 2 (Barbieri, et al., 1993).

Esta baja toxicidad no es debido a que sean pobres inactivadores de los ribosomas, ya

que son potentes inhibidores de la traduccién en sistemas libres de células. Es mas
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bien porque carecen de un medio eficaz para entrar a las células huésped. Sin
embargo, las RIPs tipo 1 pueden entrar a la célula de otras formas. Las RIPs tipo 1
mas estudiadas son la saporina, gelonina, PAP (Pokeewed Antiviral Protein),
momordinay tricosantina. Por ejemplo, se asume que la saporina entra a la célula por
via pinocitosis (un tipo de endocitosis) mediada por el receptor LRP1 (lipoproteina
de baja densidad) (Cavallaro & Soria, 1995) o por endocitosis mediada por clatrina
con ayuda de saponinas (Weng, et al., 2008), alcanzando al citosol sin pasar por el
aparato de Golgi. Esto se demostré debido a que la toxicidad de la saporina no se vio
afectada por el tratamiento con Brefeldina A (antibidtico que inhibe el transporte de
proteinas) lo que indic6 que sigue una via independiente de Golgi al citosol y no
requiere de un pH bajo para la translocacion de membrana, Figura 4 (Vago, et al,
2005). Por otro lado, la tricosantina también entra a la célula de manera
independiente de Golgi, pero requiere de un pH bajo para escapar del endosoma. Al
bajar el pH, la tricosantina adopta un estado semi-desnaturalizado que se puede
insertar en la membrana endosomal (Fang, et al., 2011). Recientemente, se sugirié
que el receptor LRP1 (lipoproteina de baja densidad) juega un papel importante en la
union y endocitosis de tricosantina (Jiao & Liu, 2010). Por otra parte, se ha visto que
PAP es transportada al aparato de Golgi y luego al RE y de ahi al citosol via

retrotranslocacion, similar a la ricina y otras RIPs tipo 2 (Parikh, et al., 2005).

A pesar del conocimiento disponible y detallado en cuanto a la actividad, estructura y

mecanismo de accién de las RIPs, no existe una respuesta certera acerca del por qué
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los organismos producen y algunas veces acumulan proteinas de este tipo.
Ciertamente su distribucidon 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
Arabidophis thaliana (Peumans, et al., 2001). Al tener constancia de que son proteinas
esenciales para el mantenimiento celular, se han expuesto dos grades hipdtesis en
cuanto a su rol fisiolégico 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 su 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 (Phytolocoa
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.

Por otro lado y de manera contrastante, existen reportes que demuestran la
existencia de RIPs carentes de toxicidad en contra de patdgenos, al no presentar
toxicidad hacia organismos antagonicos la hipdtesis de su participaciéon en
mecanismos de defensa se debilita y da paso a la segunda hipétesis propuesta. En
esta hipotesis se declara que las RIPs forman parte de mecanismos de apoptosis,
dicha hipdtesis 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
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Mesembryantheum crystallium, donde se demostré que los niveles mas altos de
expresion se encuentran después de sufrir estrés provocado por altas
concentraciones de sal (Rippmann, 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 quedando de manifiesto la relacion directa de la actividad de

las RIPs con la edad del tejido (Stirpe, et al., 1996).

En resumen, la alta toxicidad de las RIPs de 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 a la célula, permitiendo entonces que la cadena
A acceda y lleve a cabo su actividad sobre ribosomas (Sandving & van Deurs, 2000).
El modo de accién de las RIPs del tipo 2 respalda la hipdtesis que argumenta su
participacién 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 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 a la célula
porque una vez dentro su toxicidad es alta. La complejidad del proceso de
penetracion de las RIPs de tipo 1 contradice la hipo6tesis de defensa que se ha
argumentado para la funcién de las RIPs, por lo que es necesario proponer nuevos

argumentos con respecto a la funcion de este tipo de proteinas en los organismos
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productores. La apoptosis es el mecanismo propuesto y mdas aceptado para la
presencia de RIPs de tipo 1 en los organismos (Narayanan, et al, 2005).

Con los experimentos hasta ahora realizados con el objetivo de demostrar la funcion
de las RIPs en el organismo productor, siguen siendo necesarias mas y mejores
evidencias que permitan tener conclusiones infalibles de su rol. 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 (Raj. &
Vennila Jannet, 2013). En la medicina, las RIPs se han relacionado con, o fusionado
con, anticuerpos apropiados u otros soportes para formar "inmunotoxinas" u otros
conjugados especificamente toxicos para células diana, con el objetivo de eliminar
células malignas o no deseadas. En la agricultura, se ha observado que una mayor
expresion de RIPs confiere a las plantas una mayor resistencia a virus, hongos,

insectos, y también a la sequia y salinidad (Stirpe, 2013).

1.3 Aplicacion biotecnoldgica de las RIPs

Las propiedades de las RIPs las hacen una herramienta para ser utilizadas en diversos
campos de la biotecnologia. La mayoria de las RIPs poseen actividad antiviral (Parikh
& Tumer, 2004; Kaur, et al, 2011), antifungica (Ng, 2004; Theis & Stahl, 2004),
insecticida (Carlini & Grossi-de-S4a, 2002), propiedades abortivas (Ng, et al., 1992) y
parecen tener un papel en las plantas bajo condiciones de estrés. La medicina y la
agricultura son los principales campos donde se han realizado estudios al respecto

para aprovechar las propiedades de las RIPs.
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En la agricultura, las RIPs han sido probadas en plantas para aumentar su resistencia
contra virus, hongos y bacterias mediante la transfeccion de genes RIP,
principalmente, se ha utilizado la RIP30 proveniente de la cebada, PAP (Pokeweed
Antiviral Protein), Trichosanthina y diantina para obtener plantas transgénicas, tal es
el ejemplo del trigo modificado con RIP30, el tabaco y la papa con PAP (Bieri, et al,
2000; Rosenblum, 2004).

También se a observado un incrmento de resistencia a diversos insectos en plantas
transfectadas con genes de RIPs, tanto de tipo 1 y tipo 2, por ejemplo, plantas de
tabaco transfectadas con RIP de maiz (Dowd, et al., 2003; Dowd, et al., 2006) y SNA-I
o0 S. nigra aglutinina de SNA-1 (Shahidi-Noghabi, et al., 2009). Ademas, la resistencia
a los insectos se obtuvo en plantas de maiz mediante la mejora de la expresién de una
RIP endé6gena (Dowd, et al., 2012).

Asimismo, debido a la toxicidad de las RIPs sobre virus, células tumorales, insectos y
hongos patégenos de plantas, se han llevado a cabo estudios sobre las aplicaciones de
las RIPs en el desarrollo de farmacos y cultivos de tejidos vegetales. Por otro lado,
también se ha demostrado que las RIPs estan involucradas en mecanismos de
defensa de células vegetales y que detienen la sintesis de proteinas en condiciones
fisioldgicas apropiadas regulando procesos metabdlicos. Ademas, algunas RIPs se
acumulan en los tejidos no reproductivos, tales como cotiledones, corteza y la raiz.
Por tal motivo, algunos investigadores han propuesto que las RIPs podrian
desempefiar un papel como una proteina de almacenamiento en estos tejidos (Liu, et

al., 2002).
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En 1970, Lin y colaboladores descubrieron que la abrina y la ricina tenian mayor
toxicidad sobre células tumorales que sobre células normales. Esta fue la razén
principal por la cual se generd mucho interés en las RIPs y sus posibles aplicaciones
en medicina. Hoy en dia, las RIPs estan siendo probadas para el tratamiento y terapia
del VIH (Parikh & Tumer, 2004; Kaur, et al., 2011), cancer, trastornos del sistema
inmune, problemas neurolégicos entre otros (Munish, et al., 2012). Actualmente, la
aplicacion mas prometedora de las RIPs en la medicina, es su uso en el diseiio de
conjugados, ya sean ligados por métodos quimicos o fusionados genéticamente para
dar origen a moléculas quiméricas con alta especificidad. Un ejemplo claro, es el caso
de las inmunotoxinas creadas utilizando factores de crecimiento, anticuerpos,
hormonas y lectinas ligadas a diversas RIPs (Fracasso, et al., 2010). Las RIPs de tipo 2
no pueden ser utilizadas debido a que su cadena podria unirse inespecificamente a
todo tipo de célula provocando la muerte, por lo que las RIPs de tipo 1 las hace ideal

para este proposito (Stirpe, 2013).
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2. Antecedentes

2.1 Streptomyces coelicolor y su RIPsc

Los estreptomicetes son microorganismos Gram-positivos distribuidos ampliamente
en la naturaleza, se encuentran predominantemente en el suelo y son productores
de un amplio rango de metabolitos secundarios con actividades bioldgicas
potenciales. Ademads, son productores de mas de la mitad de los productos
microbianos biolégicamente activos que se conocen, incluyendo antibiéticos de
importancia comercial, compuestos inmunosupresivos, productos de salud animal y
agroquimicos. También producen enzimas que son comercial y académicamente
valiosas, tales como enzimas extracelulares capaces de degradar la lignocelulosa. El
vasto reservorio de productos hace de los estreptomicetes uno de los géneros
microbianos mas importantes para la industria. Como consecuencia, existen
herramientas de manipulacién genética desarrolladas para este tipo de
microorganismos (Vallin, et al., 2005). Streptomyces coelicolor A (3)2 es la cepa mejor
caracterizada genéticamente (Bentley, et al, 2002). Sin embargo, contiene un
poderoso sistema de restriccion-modificaciéon que actiia como una barrera de entrada
y propagacion, fundamentalmente de vectores bifuncionales derivados de E.coli. Por
otro lado, Streptomyces lividans carece de un sistema de restriccion dependiente de
la metilacion lo que facilita la transformacion, posee una baja actividad proteolitica
endégena extracelular en comparacion con otras especies de Streptomyces, lo que

lleva a una mayor recuperacion de producto sin afectar los rendimientos de las
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proteinas producidas al ser utilizado como hospedero en la produccién heterdloga.
Por otra parte, en comparacién con E. coli, S. lividans es el mejor huésped para la
produccion de proteinas recombinantes eucariotas ya que las proteinas
recombinantes producidas en S. lividans tienden a tener niveles mas altos de
solubilidad evitando el problema de la formaciéon de cuerpos de inclusion (Lewis, et
al, 2010). Otra ventaja de esta cepa es que existe un amplio conocimiento sobre su
tecnologia de fermentacién y los métodos de introduccibn de ADN por
transformacién y conjugacion. Por lo tanto, Streptomyces coelicolor A (3)2 sélo puede
considerarse como el organismo modelo para el analisis genético y morfoldgico de la
especie. Y de manera general, Streptomyces lividans, es el huésped de eleccion
preferentemente para fines de clonacion (Jozef, et al., 2014).

En adiciéon a los beneficios que representa el uso de los estreptomicetes como
sistemas de produccion heterdloga también se ha puesto gran esfuerzo en el
aislamiento de nuevos metabolitos provenientes de la especie. Al respecto,
recientemente se demostré que el gen SCO7092 de Streptomyces coelicolor codifica
una Proteina Inactivadora de los Ribosomas (RIPsc) del tipo 1 con actividad N-
Glicosidasa. Mostrando actividad, sobre ribosomas de E. coli BL21 (DE3) pLysS,
removiendo de manera especifica la adenina Az660 del rARN (Reyes, 2012). Al inicio
del desarrollo del trabajo que lo demuestra, se encontr6 evidencia de la presencia de
un gen con similitud a las RIPs de plantas. La similitud de la secuencia nucleotidica
codificada por el gen es de 22% con la cadena A de ricina, y de 23% con PAP. Sin

embargo, pese al bajo porcentaje de similitud, los alineamientos realizados con las
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secuencias, demostraron que los residuos presentes en el sitio activo tanto de la
ricina como de la PAP estaban conservados. Después, mediante el modelamiento de
la estructura proteica codificada por el gen de S. coelicolor, se realiz6 un acoplamiento
estructural del modelo terciario de RIPsc con el modelo cristalografico de la RIP de la
planta Phytolacca dioica, obteniendo alta correspondencia. Por otro lado, con el
analisis in silico se determino que la secuencia del gen ripsc codifica 300 residuos de
aminodcidos. Con el programa SignalP 3.0, se encontr6 que los primeros 35 residuos
de la secuencia forman parte de un péptido sefial ubicado en el extremo N-terminal,
sugiriendo que es una proteina secretada. Las caracteristicas fisico-quimicas de la
proteina madura RIPsc obtenidas en el analisis son: una masa molecular de 30 kDa,
un pl de 8.1y el potencial de la actividad de N-glicosidasa (Reyes, 2008).

En el genoma de S. coelicolor, el gen ripsc se ubica cerca del final de su cromosoma
lineal, una regién altamente variable en varias especies de Streptomyces. Puesto que
los genes esenciales se sitiian en la regién central del cromosoma, se sugiere que el
gen que codifica la RIPsc no es un gen esencial para el crecimiento del organismo.
Esto explicaria por qué la presencia del gen ripsc podria estar ausente en la mayoria
de las especies de Streptomyces. Entre las especies de Streptomyces, S. scabies cuenta
con la presencia de una secuencia similar a las de las RIPs de tipo I de la misma
manera que S.coelicolor (Reyes, et al., 2012).

Ademas del andlisis in silico, se demostrd la actividad de RIPsc sobre diferentes
sistemas. Por ejemplo, en el momento de la induccién para la sobre-expresion de

RIPsc en E.coli, se observd una disminucion dramatica en la tasa de crecimiento, lo
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que sugiere un efecto toxico de RIPsc sobre ribosomas de E.coli. En un sistema de
traduccion de luciferasa in vitro utilizando ribosomas de conejo, la produccion de
luciferasa decrecié considerablemente, demostrando que RIPsc inhibe
especificamente la traduccion de proteinas sobre ribosomas de conejo. Asimismo, su
efecto letal sobre Saccharomyces cerevisiae se demostroé al expresar el gen ripsc en un
sistema disefiado para levadura (Reyes, et al., 2010). Estos resultados aludieron que
la RIPsc es activa contra ribosomas bacterianos, fingicos y de mamifero una vez
dentro de la célula. Con evidencias sugerentes de la actividad de RIPsc, se evaldo su
actividad antifungica y antibacteriana sobre hongos y bacterias mediante bioensayos,
al no observarse inhibicion del crecimiento se presume que RIPsc sélo es capaz de
mostrar actividad cuando alcanza a los ribosomas, una vez dentro de la célula, pero
incapaz de tener actividad sobre células intactas debido a que no puede penetrar la
membrana de la célula blanco. Por lo que, se concluye que la RIPsc de Streptomyces
coelicolor es una RIP de tipo I, activa contra ribosomas bacterianos, fingicos y de
mamifero.

Finalmente, para analizar la funcién de RIPsc, ya sea que, forme parte de mecanismos
de defensa o participe en mecanismos de apoptosis. Se correlacion6 la expresion de
RIPsc con el estado de desarrollo del organismo. Se observé que, a medida que la
expresion de RIPsc se incrementa, el crecimiento de S. coelicolor es menor con el
estado de desarrollo, y cuando el crecimiento de S. coelicolor se incrementa, la
expresion de RIPsc decrece (Figura 5). Este hecho sustenta de manera parcial el

argumento que declara que RIPsc forma parte de un mecanismo de apoptosis

23



mostrandose asi el primer indicio de la posible funciéon de RIPsc, enfatizando que se

requiere de evidencias mas claras (Reyes, 2012).
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Figura 5. Grafica de expresion de RIPsc evaluada por qRT-PCR combinada con la curva de crecimiento
de S. coelicolor (linea en rojo). La expresion es inestable pero los niveles de expresién mas altos, hasta
ahora detectados coinciden con el momento en el que S. coelicolor sufre un decremento en el
crecimiento (Reyes, 2012).

El descubrimiento de una proteina de este tipo en un estreptomiceto, abre las puertas
a la investigacion aplicada con el uso de RIPsc, en el desarrollo de moléculas
novedosas y con potencial biotecnologico. Los retos mas importantes en el disefio 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 puede dar como resultado, la obtencién de compuestos bio-activos

interesantes que aportarian ganancias ambientales, terapéuticas y econdmicas
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significativas. Al respecto, el uso de péptidos puede ser una alternativa adecuada en
la funcionalidad dirigida de las RIPs (Zorko & Langel, 2005). Esto es debido a que los
péptidos poseen caracteristicas complementarias para la accion efectiva y especifica
de las RIPs, pues actiian sobre la membrana (ya sea en su accién desestabilizadora o
en su accion penetrante) que para algunas proteinas de este tipo, es la barrera
principal a vencer, por lo que el disefio y explotacién de su aplicacién como nuevas
moléculas en combinacion sinergistica resulta absolutamente interesante y novedosa
(Marcos, et al., 2008).

El disefio de nuevas estrategias rentables para la obtencién de nuevas moléculas ha
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 produccién y precisién
en la produccion heterdloga del metabolito deseado facilitando los procesos de
purificacion. Por lo que, la eleccidn de un sistema de expresion heterdloga tiene un
importante impacto en el desarrollo de nuevos productos debido a que se pueden
alcanzar mayores niveles de produccidn que la fuente original (Jozef, et al., 2012). Las
bacterias son, en muchos casos, los hospederos mas utilizados debido a sus
caracteristicas de crecimiento y los bajos costos relativos asociados. Escherichia coli
continua siendo el hospedero bacteriano mas utilizado debido fundamentalmente a,
su genética bien caracterizada. En general, en este microorganismo, las proteinas
recombinantes sobre-expresadas se acumulan frecuentemente en cuerpos de

inclusion en el citoplasma o en el espacio periplasmatico, lo cual requiere de procesos
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de extraccion de las proteinas con agentes fuertes y de renaturalizacion para el
replegamiento adecuado de las proteinas, los cuales pueden afectar su actividad
biolégica (Pisarra, 2000).

Por tales razones, algunos géneros de bacterias Gram positivas estdn siendo
evaluados como hospederos para la produccion de proteinas heter6logas debido a
que estas bacterias secretan directamente las proteinas al medio extracelular, lo cual
favorece su purificacion. Particularmente, Streptomyces lividans secreta naturalmente
grandes cantidades de enzimas hidroliticas, no posee un extenso sistema de
restriccion-modificacion al ADN foraneo y no es patoégeno a los humanos (Kieser, et
al,, 2000). Un claro ejemplo de la producciéon de proteinas recombinantes en S.
lividans, ha sido la obtencion del factor a de necrosis tumoral murino (mTNFa) a
niveles de 300 mg/L en el sobrenadante del cultivo cuando se utilizaron las sefiales
reguladoras y de secrecion del inhibidor de subtilisina de Streptomyces venezuelae
CBS762.70 (vsi) (Lammertyn , et al., 1997). De esta manera, cuando se utiliza S.
lividans para la produccién de proteinas recombinantes, la estrategia que se sigue es
fusionar el gen de interés a la secuencia sefial de una proteina homdloga
abundantemente secretada a través de la via de secrecion Sec (Gilbert , et al.,
1995;Binnie, et al.,, 1997).

En resumen, el uso correcto de las herramientas biotecnoldgicas para la aplicacion
dirigida de las RIPs por medio del disefio de conjugados con péptidos bioactivos asi

como la eleccion de un sistema de expresién eficiente se vislumbra como una

26



excelente estrategia para incrementar la actividad de las RIPs haciéndolas especificas

y eficaces.

2.1 Péptidos bioactivos y su uso en la aplicacion biotecnolégicas de las
RIPs

Los péptidos son cadenas cortas de aminodacidos, 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 denominadas
péptidos bio-activos. Sus principales aplicaciones son: la produccién de anticuerpos
y el disefio de moléculas terapéuticas dirigidas a proteinas o receptores de
enfermedades como el cancer (Sandoval, et al., 2008). De acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas (su composicion por aminoacidos, carga neta, anfipaticidad, entre
otros), existen dos tipos trascedentes en la aplicacién de las RIPs; los CPPs (Cellular
Penetrating Peptides) péptidos de penetracion celular y AMPs (Antimicrobial
Peptides) péptidos antimicrobianos.

Los CPPs o péptidos de penetracion celular, son péptidos cortos que facilitan la
internalizacion celular de cargos especificos (moléculas acarreadas). Los cargos
pueden ser unidos al CPP (péptido de penetracién celular) por medio de unién
quimica covalente o por medio de interacciones no covalentes. Su funcién principal
es la entrega de moléculas en el citoplasma o en cualquier organelo por medio de un
proceso de endocitosis. Los CPPs poseen gran potencial de aplicacion en medicina y

en investigacion de nuevos compuestos para ser usados como vectores de entrega de
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diversas moléculas (Okuyama, et al., 2007). Las principales aplicaciones para los CPPs
son la entrega de acidos nucleicos (ARN de interferencia, oligonucledtidos,
plasmidos) con la finalidad de regulacion génica (Morris, et al.,, 2007; EL Andaloussi,
etal, 2005) y la entrega de proteinas de una rango de entre 30 kDa y 150 kDa (Wadia
, et al, 2004). Aunque se han reportado casos exitosos en la entrega de moléculas de
interés, la desventaja mas importante en el uso de CPPs es su baja estabilidad
metabdlica, consecuencia de la rapida degradacion por peptidasas, lo que origina

efectos biologicos de corta duracién (Rennert, et al., 2006).

Los AMPs o péptidos antimicrobianos tienen normalmente un tamafio de entre 12 y
50 aminoacidos. La gran mayoria posee carga neta positiva y generalmente son
capaces de adoptar estructuras anfipaticas cuando se encuentran en soluciéon en un
medio no polar, lo que les concede estabilidad en ambientes tanto acuosos como
hidrofébicos (Papagianni, 2003). Se clasifican en tres grupos principales: péptidos
con conformacién a-helicoidal, ciclica o de ciclo abierto con pares de residuos de
cisteina y péptidos con alto contenido de algunos aminoacidos (ricos en prolina, ricos
en histidina, etc.) (Bulet, et al., 2004). La capacidad de asociarse con la membrana es
una caracteristica definitiva de los AMPs (Hancock, et al, 2002), aunque la
permeabilizaciéon 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
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blanco es electrostatico pues la mayoria de las superficies microbianas son anidnicas
o hidrofébicas, después gracias a caracteristicas como su composicion de
aminodcidos, anfipaticidad, carga catidnica y tamafo, pueden anclarse a las
membranas para desestabilizarlas o en su defecto penetrarlas para alcanzar

moléculas intracelulares cruciales y actuar sobre ellas (Brodgen, 2005).

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 accién y no producen
resistencia. Estas caracteristicas, les confieren ventajas sobre los antibioticos
comunes, ademas de que, son bactericidas y no bacteriostaticos, por lo que ejercen su
accion en un lapso menor, aniquilando de manera total a la célula blanco y no solo
retardando su crecimiento (Hoskin & Ramamoorthy, 2008). Otra ventaja importante
es que poseen alta selectividad sobre células bacterianas lo que los hace ser seguros
y no toxicos contra células humanas (Matsuzaki, 2008). Debido a sus propiedades,
ademas del campo médico, los AMPs son considerados también dentro del campo de
la agricultura ya que se ha probado que pueden actuar de manera especifica contra
fitopatogenos, lo que los hace buenos candidatos en el control bioldgico de los cultivos

(Montesinos, 2007).

Inicialmente, la mayoria de los AMPs eran considerados como moléculas liticas que
actuaban principalmente en las membranas biologicas de permeabilizacion, debido

a sus propiedades catidnicas y anfipaticas que les confieren capacidad intrinseca para
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alterar las membranas in vitro. Con la finalidad de facilitar el estudio de la interaccion
de AMPs con células diana, se han implementado métodos de biologia molecular y
celular en este campo. A partir de estos estudios, en la actualidad se reportan
ejemplos en los que se demuestra que algunos AMPs alcanzan objetivos intracelulares
y ejercen sus efectos antimicrobianos por mecanismos distintos a la permeabilizacién

de la membrana celular (Marcos & Gandia, 2009; Nicolas, 2009; Wilmes, et al., 2011).

Una clase muy interesante, pero tal vez menos abundante de estos AMPs son los
llamados péptidos antimicrobianos de penetracién celular, CP-AMPs (Henriques, et
al, 2006; Marcos, et al, 2008). Algunos estudios recientes han demostrado
propiedades antimicrobianas de péptidos conocidos anteriormente s6lo como CPPs
(Cell-Penetrating Peptides). De manera inversa, se han encontrado péptidos
antimicrobianos capaces de atravesar la membrana plasmatica de manera no
disruptiva y trasladarse al interior de la célula. Esta capacidad de translocarse al
interior de la célula fingica o bacteriana se ha demostrado por el ndmero creciente
de péptidos antimicrobianos, algunos de los cudles son activos contra fitopatégenos
(Tabla 2) (Muiloz, et al., 2013; Marcos, et al., 2008). Como consecuencia, se ha puesto
en tela de juicio las diferencias reales entre los péptidos de penetracion celular y
péptidos antimicrobianos, los cuales, de hecho, los hace pertenecer a una clase tUnica
paralo cual, el nombre propuesto de péptidos antimicrobianos de penetracion celular

(CP-AMPs) parece ser el apropiado.

Con respecto a su actividad, los péptidos con actividad antifingica no ha recibido

tanta atencién como los péptidos antibacterianos, probablemente como consecuencia
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de la percepcidn de impacto mas alto de infecciones bacterianas que afectan la salud
de los humanos (Marcos, et al., 2012). Sin embargo, la importancia de las infecciones
fingicas se ha subestimado. Aproximadamente el 25% de la poblacién ha sufrido
infecciones fliingicas y la mayoria de las enfermedades de los cultivos son causadas
por hongos (Agrios, 2004). Ademas, hay pérdidas considerables de alimentos
almacenados después de su cosecha como resultado de la putrefacciéon fuingica y
debido a la contaminacién por micotoxinas. Por lo tanto, los hongos representan una
gran amenaza para la seguridad alimentaria en el planeta. La aparicién de nuevas
enfermedades fungicas de plantas y animales es un problema adicional y grave que
afecta a la sostenibilidad global y la biodiversidad (Fisher, et al., 2012). Existe, por
tanto, una necesidad urgente de nuevos agentes antifingicos y por lo tanto, el gran

interés en péptidos antifungicos.

Tabla 2. Péptidos antimicrobianos de penetracion celular. Tomada de Marcos, et al.,( 2008).

Péptido Secuencia Patégeno
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRK Flngico
Tat (47-58) GRKKRRQRRRPPQ Fungico
Apidaecin GNNRPVYIPQPRPPHPRI Bacteriano
Indolicidin ILPWKWPWWPWRR Flngico
LfinB FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF Flngico
PAF26 RKKWFW Fungico
PEP32 (PAF32) | RKWHFW Flngico
BP100 KKLFKKILKYL Bacteriano

Al respecto, se ha identificado a partir de una biblioteca combinatoria de péptidos un
grupo de hexapéptidos, llamados PAFs, con actividad antimicrobiana contra ciertos

hongos filamentosos, incluyendo patégenos de plantas y dermatofitos humanos,
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inhibiendo la infeccion in vivo de los fitopatégenos seleccionados. Los PAFs (péptidos
antifungicos de penetracion celular), presentan secuencias estrechamente
relacionadas y diferentes perfiles de actividad, algunos de ellos presentan una alta
actividad antimicrobiana contra hongos, pero menor toxicidad frente a células
bacterianas (Mufoz, et al, 2006). El péptido PAF26 ha sido seleccionado como
modelo de los PAFs debido a su potencia y especificidad para inhibir el crecimiento
de hongos filamentosos. Se ha demostrado sensibilidad a PAF26 los fitopatogenos
Penicillium italicum, Penicillium expansum, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum
(Lopez-Garcia et al, 2002, 2003), los patégenos humanos Candida albicans,
Aspergillus fumigatus y varios dermatofitos y el hongo modelo Neurospora crassa
(Lopez-Garcia, et al., 2007, Muioz, et al.,2012). De igual forma, el péptido PEP32 ha
mostrado fuerte actividad contra cepas de Penicillium digitatum, Penicillium italicum
y Botrytis cinerea, caso contrario frente a Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,
lo que demuestra su selectividad hacia ciertos hongos filamentosos ( Lopez-Garcia, et
al, 2002) . Por lo tanto, los PAFs pueden ser una alternativa prometedora en la
medicina como en la agricultura para el control de hongos con mayor eficacia. Con la
investigacion y el desarrollo de nuevas moléculas fusionados a estos péptidos-
bioactivos se muestra un gran potencial para proporcionar nuevos productos

farmacéuticos antimicéticos.

Un claro ejemplo para la produccion de una molécula conjugada de interés industrial
y de alto valor agregado seria la unién de un péptido con las RIPs de tipo I, ya que

hasta ahora, los tres grupos mencionados, poseen caracteristicas complementarias
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para la accion efectiva y especifica de las RIPs de tipo I, pues actian sobre la
membrana que para algunas proteinas de este tipo, es la barrera a vencer debido a
que carecen de la Cadena B con propiedades de lectina que le sirve de anclaje a la
superficie celular, por lo que, esta estrategia resulta absolutamente interesante y

novedosa.
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3. Justificacion

Las Proteinas Inactivadoras de los Ribosomas (RIPs) son una familia de proteinas
identificadas y descritas en los ultimos cuarenta afios. Las RIPs se han encontrado en
plantas, hongos y bacterias, a menudo en multiples formas y han sido clasificados
como de tipo 1, que constan de una sola cadena con actividad enzimatica, y de tipo 2,
que consiste en una cadena A similar a las RIPs tipo 1, ligado a una cadena B con
propiedades de lectina. La investigacidn biotecnoldgica actual de las RIPs esta dirigida
a una mejor comprensiony la posterior mejora del mecanismo de entrada en la célula,
aumentando la especificidad, la reduccién de la antigenicidad RIP, prolongando su

vida media plasmatica y la comprensién de su papel en la apoptosis.

La principal caracteristica de las RIPs es el efecto letal que ejerce en los organismos
atacados, dicha actividad lo hace interesante en la aplicacién contra células
indeseables, pues es posible disefiar moléculas con especificidad controlada, lo que
le da alanueva molécula un valor agregado trascedente pues la inespecificidad es uno
de los problemas que enfrentan los compuestos utilizados en campos como la
medicina y la agricultura. Al respecto, la agricultura es un campo que necesita del
constante mejoramiento de sustancias que ayuden en el ataque de los fitopatégenos
responsables de la pérdida de millones de hectareas de cultivo en el mundo, siendo
la mayoria de las enfermedades de los cultivos causadas por hongos, por lo que, el
reto en el campo es encontrar sustancias que tengan como blanco sélo a los

microorganismos fitopatégenos, sin terminar con la diversidad microbiana benéfica
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necesaria para el buen desarrollo de los cultivos. Existe, por tanto, una necesidad
urgente de nuevos agentes antifingicos y las RIPs son actualmente una atractiva
alternativa para el desarrollo de moléculas novedosas y con potencial biotecnolégico.
Para ello, las RIPs pueden ligarse quimicamente, o sus genes fusionarlos con genes de
acarreadores capaces de transportar a las RIPs a un determinado tipo de célula de
una manera selectiva. Por esa razon, las RIPs tipo 1y la cadena A aislado de las RIPs

tipo 2 son apropiados.

Recientemente en nuestro laboratorio se detecté la presencia de una RIP en
Streptomyces coelicolor clasificada como tipo 1, con actividad in vitro contra
ribosomas bacterianos, fingicos y de mamifero. Su actividad la hace atractiva para
fusionarse con alguna lectina o péptido transportador y de esta manera utilizarse
como sustancia antifingica y antibacteriana con posible aplicacién en la agricultura.
Al obtener la fusion de esta RIP de S. coelicolor (RIPsc) con algiin agente que le ayude
a penetrar la membrana celular se obtendra una molécula especifica y letal. Los
péptidos bioactivos son una buena alternativa para disefiar la molécula deseada, por
lo que, se plantea obtener una construccién genética en un sistema de sobre-
expresion adecuado para la produccion de la proteina de fusién de interés. Por
consiguiente, la eleccion del péptido acarreador se basé en ciertas caracteristicas
especificas para su posterior uso en la industria agroquimica, entre las principales
caracteristicas requeridas se encuentra la especificidad del péptido por membranas
fangicas e inocuidad al ambiente. El péptido denominado PEP32 (RKWHFW) es un

péptido de penetracion celular con alta actividad contra hongos filamentosos pero no
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contra bacterias y levaduras ( Lopez-Garcia, et al., 2002), su selectividad lo hace no
ser toxico para plantas y animales, y por lo tanto, adecuado para el fin perseguido.
Escherichia coli y Streptomyces lividans son los hospederos mas utilizados debido a
sus caracteristicas de crecimiento y los bajos costos relativos asociados. En
consecuencia, la eleccidn de un sistema de expresion heterdloga tiene un importante
impacto en el desarrollo de nuevos productos. Seguramente la uniéon de RIPsc con un

péptido bio-activo incrementara su especificidad.

Otro hecho importante para la sobre-expresion de un conjugado a partir de la RIPsc
es que, actualmente en la agricultura las RIPs tipo 1 han sido utilizadas para mejorar
la resistencia de las plantas contra virus u otras plagas mediante la transformacion,
sin embargo, estas plantas transgénicas no son aun aceptadas y son un tema
controversial, ya que se cuestiona la seguridad en la salud humana asi como el

impacto sobre la biodiversidad.
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4. Hipotesis y Objetivos

Hipotesis:

“La fusion del péptido PEP32, permitira la penetracion especifica de RIPsc sobre

células flngicas, sin pérdida de su actividad inactivadora de ribosomas”.

Objetivo General:

Obtener mediante expresion heterdloga la proteina fusion RIPsc - PEP32 y evaluar

su actividad contra hongos.

Objetivos particulares:

X/
o

Fusionar el gen que codifica para PEP32, con RIPsc en el extremo carboxilo
terminal y de igual manera con el extremo amino terminal.

+¢ Clonar las fusiones obtenidas en el vector de expresion plj486.

¢ Transformar de Streptomyces lividans TK 24.

¢ Sobre-expresar de la fusiéon del PEP32 -RIP en Streptomyces lividans TK 24.

¢ Sobre-expresar de la fusiéon del RIP- PEP32, en Streptomyces lividans TK 24.

% Evaluar la actividad PEP32-RIP/RIP- PEP32 sobre hongos.
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5. Materiales y métodos

5.1 Cepas y condiciones de cultivo

5.1.1 Streptomyces lividans

Para el desarrollo de este proyecto se usara Streptomyces lividans TK24 como
sistema de expresion. Esta bacteria Gram-positiva perteneciente al grupo de los
actinomicetos secreta bajas cantidades de proteasas extracelulares que pueden
afectar los rendimientos de las proteinas producidas al ser utilizada como hospedera
en la produccidn heteréloga. El sistema utiliza como plasmido de clonacion, el vector
plJ486 que contiene un gen de resistencia a tiostrepton (Hopwood, et al., 1985) . Las
condiciones de cultivo utilizadas fueron: para su propagacién se cultivd en medio
Phage o medio R2 suplementados con el antibidtico correspondiente en caso de ser
necesario y se incub6 durante 48 h a 30°Cy con agitacion a 150 rpm, para la obtencién
de esporas se cultivdo en medio SFM soélido suplementado con el antibiético

correspondiente en caso de ser necesario y se incub6 de 10 a 15 dias a 30 °C.

5.1.2 Escherichia coli DH5«x

Esta cepa cuyo genotipo es F- endA1 ginV44 thi-1 recAl relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 AllacZYA-argF)U169, hsdR17 (rk mk’) es utilizada para sub-clonar y
amplificar plasmidos. Las condiciones de cultivo utilizadas fueron: medio LB
suplementado con el antibidtico apropiado, temperatura de incubacién 37°C y 250

rpm de agitacién (Sambrook, et al., 1989).
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5.1.3 Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS

Esta cepa (Escherichia coli B F- dcm ompT hsdS (rs- ms~) gal A (DE3) [pLysS Cam']) es
utilizada cominmente en la sobre-expresion de proteinas téxicas). Ejerce un control
estricto de la expresion de la proteina, lo que ayuda a la expresién de proteinas
toxicas, ademas de ser resistentes al cloranfenicol. Tienen el liségeno del fago A DE3
que expresa el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor
lacUVS5, cuando se induce con IPTG. Los plasmidos pLysS expresan constitutivamente
niveles bajos de lisozima T7 que inhibe los niveles basales de la RNA polimerasa de
T7 y, de este modo, reduce el nivel basal de expresion del gen clonado. Otras
caracteristicas importantes de esta cepa son la deficiencia en la proteasa dependiente
de la ATPasa con lo que disminuye la degradacion de la proteina recombinante
expresada en la bacteria, y la ausencia del elemento lacZAM15, requerido para el test
de complementacién o, ademas de ser la hospedadora mas comtinmente utilizada en
la produccidn a gran escala de proteinas recombinantes. La cepa Escherichia coli BL21
(DE3) pLysS, se cultivo a 37°C con agitacidon de 250 rpm en medio LB suplementado

con 35 pg/mL de Cloranfenicol (CM) (Novagen® 2003,Phue, et al., 2008).
5.1.4 Hongos y Levaduras

Para evaluar la actividad de la proteina de fusion RIPsc-PPEP32 se utilizaron los

siguientes hongos:
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Penicillium chrysogenum: hongo filamentoso que presenta conidi6foros tabicados de
pared lisa, ramificado al final, con métulas y fiadlides en forma de botella, donde nacen
conidios lisos, elipsoidales azules o verde-azulados en cadenas, sin ramificar, con un
penacho o pincel caracteristico. Estd ampliamente distribuido en la naturaleza, suele
formar colonias verdeazuladas sobre el pan duro y los citricos, sus esporas se
encuentran frecuentemente en el polvo doméstico. Es contaminante comuin en

alimentos y es raro que cause enfermedades en humanos (Pontén, et al., 2002).

Aspergillus terreus: pertenece al género mitospdrico que se caracteriza por la
produccién de hifas especializadas, denominadas conidi6foros, sobre los que se
encuentran las células conidiégenas que originaran las esporas asexuales o conidios.
Tiene una distribucién mundial, pero con mayor frecuencia se produce en las zonas
tropicales y subtropicales. Con una distribucién en todo el mundo, es la especie mas
comunmente aislada de los suelos cultivados y no cultivados. Es contaminante de
alimentos almacenados y es patégena que causa aspergilosis, otomicosis,
onicomicosis, abscesos de la raiz aortica y diversas infecciones de la piel (Gené &

Guarro, 2004).

Colletotrichum sp: es uno de los géneros patogenos de plantas mas importantes y de
mayor distribucién en el mundo ya que ataca especialmente cultivos de regiones
tropicales y subtropicales de alto impacto econémico. Es causante de la antracnosis

(Pérez Castro, et al., 2003).
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Paecilomyces sp.: las especies de Paecilomyces se han aislado a partir del suelo, restos
vegetales, y frutas. Usualmente es considerado como contaminante, pero se ha aislado
como agente de Hialohifomicosis (micosis causadas por hongos hialinos que

presentan hifas septadas en los tejidos) ( Aguilar, et al., 1998).

Saccharomyces cerevisiae: es un hongo unicelular, un tipo de levadura que en la
naturaleza se encuentra sobre sustratos ricos en azuicares o en los exudados y savias
dulces de algunas plantas. Es un ascomiceto ubicuo que se encuentra en las plantas,
frutas y suelos, y también se usa ampliamente en la industria para la produccién de
alimentos y bebidas, como pan, cerveza y vino. Es uno de los modelos mas adecuados
para el estudio de problemas biolégicos debido a su rapido crecimiento, dispersion
celular y la facilidad con que se replican cultivos y aislan mutantes, ademas destaca

su sencillo pero versatil sistema de transformaciéon de ADN (Pontén, et al., 2002).

Los hongos mencionados fueron cultivados en agar PDA a 30°C por 48 h.

5.2 Medios de Cultivo
5.2.1 Medio Phage

MgS04.H20, 0.5 g/L; CaCl2.2H20, 0.74 g/L; Glucosa, 10 g/L; Triptona, 5 g/L; Extracto
de Levadura, 5 g/L; Lab Lemco powder 5 g/L; pH 7.2. Medio utilizado para la
propagacion y conservacion de las células bacterianas. Es importante utilizar agua de

la llave.
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5.2.2 Medio R:

Sacarosa, 103 g/L; K2S04, 0.25 g/L; MgCl2.6H20, 10.12 g/L; Glucosa, 10 g/L;
Casaminoacidos, 0.1 g/L; Extracto de levadura, 1 g/L; Lab Lemco powder, 5 g/L. Por
cada litro de medio se agregaron 100 mL de TES (0.25 M, pH 7.2), 2mL de solucién
de elementos traza y 10 mL de una solucién al 0.5% de KH2PO4. El medio se
suplement6 con CuS04.5H20 2 mM (1/1000) y CaCl2.2H20 36.8% (1/100), antes de
usarse. Para medio sélido se agregd 22 g de agar por cada litro de medio Rz. Este
medio es utilizado normalmente en la regeneracion de protoplastos. Se utiliza agua
de la llave.

5.2.3 Medio S

Peptona, 4 g/L; Extracto de levadura, 4 g/L; Mg SO4, 7H20, 0.5 g/L; KH2PO4, 2 g/L.
Por cada litro se adiciond 50 mL de glucosa al 6.6 % y 12.64 mL de glicina al 20%.

Medio utilizado para la produccién de protoplastos.

5.2.4 Medio SFM

Manitol, 20 g/L; Harina de Soya 20 g/L; Bacto Agar 20 g/L. Medio utilizado en la
produccién de esporas. Es importante utilizar agua de la llave.

5.2.5 Medio LB

NaCl, 5 g/L; Triptona, 10 g/L; Extracto de levadura, 5 g/L; pH 7.0 + 0.2. Para preparar

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

rico utilizado para la propagacion y conservacidn de células bacterianas.
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5.2.6 Agar Dextrosa Papa (PDA)

39 g de agar PDA marca Difco en 1 L de agua. Medio utilizado para el crecimiento de

hongos y levaduras.

5.2.7 Solucion de elementos traza

ZnClz, 40 mg/L; FeCl3.6H20, 200 mg/L; CuCl2.2H20, 10 mg/L; MnCl2.4H20, 10 mg/L;

NazB407.10H20, 10 mg/L; (NH4)s M07024.4H20, 10 mg/L.

5.2.8 Buffer PTC

Sacarosa, 103 g/L; K2S04, 0.25 g/L; MgCl2.6H20, 2.03 g/L; CaCl2.2H20, 2.94 g/L; TES

buffer (pH7.2, 0.25 M), 80 mL; Solucién de elementos traza, 2 mL.

5.3 Plasmidos

pJET1.2 /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 clonacién por lo que solo las bacterias que contengan el gen son capaces de
sobrevivir. En caso de haber un plasmido religado la expresion de la proteina letal

elimina aquellas colonias que la contengan y el proceso de screening se facilita.
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Ademas contiene el promotor T7, el gen de resistencia a ampicilina y dos sitios Bgl I1
que flaquean el sitio de clonacion (Biotechnology Explorer™ Ligation and
Transformation = Module Instruction Manual. BIO-RAD. http://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/lse/literature/1665019.pdf).

NotI (2932)
Bqlll (2940)
Khol (2955)
|~ BmeT1101 (2956)
— <EcoR¥> (2974)

<EcoR¥> (0)

Xbal (&)

Balll (12)

__— Btgl - Ncol - StyI (37)
— BspDI - Clal (47)

pIET1.2/blunt
2974 bp

Figura 6.Mapa del plasmido pJET1.2/blunt.

pBSDKuvsi: Es un pldsmido de estreptomicetos derivado del plasmido de expresion
pBluescript KS (+), contiene el cassette de expresion para el péptido sefal del
inhibidor de subtilisina aislado de S. venezuelae CBS762.70, 1o que lo hace un sistema

util para la fusiéon de genes que se requieren expresar extracelularmente. Una vez
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fusionado el péptido sefal, se digiere el fragmento de interés para ser clonado en el

plasmido de expresion (Lammertyn, et al,, 1997).

f1(+) origin

Aval (2862)
Clal (2848)

HindIII (2841) ~ Apall (245)

EcoRI (2829)
Pst1 (2827)
Smal (2819) ;

Aval (2817)

Xmal (2817) BSDKO0.6S LVM
ss Vsi\{} p . ma rc |

— 3534 bp “

Clal (2592) - N
PL/@?
PE
Smal (2247) /
Aval(2245) 7
Xmal (2245) Apall (1491)
BamHI (2239) ColE1 ori

Figura 7. Composicion del vector pBSDKvsi. PE y PL (Promotores), RBS (sitio de reconocimiento
ribosomal), vsi (péptido senal de S. venezuelae).
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pJET-vsi-PEP32-RIPsc: Plasmido de clonacion derivativo de pJET 1.2/blunt que

contiene el cassette de expresion vsi-PEP32-RIPsc.

BamHI

pJET-vsi-PEP32-RIPsc
4096 bp

HindIII

ac operator

Figura 8. Mapa del plasmido pJET-vsi-PEP32-RIPsc.
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pJET-vsi-RIPsc- PEP32: Plasmido de clonacion derivativo de pJET 1.2/blunt que

contiene el cassette de expresion vsi- RIPsc-PEP32.

BamHI

pJET-vsi-RIPsc-PEP32
4096 bp

2;(

<«

o .

CAP binding 3‘35 o© HindI1I
| 1ac

(lac operatar)
Figura 9. Mapa del plasmido pJET-vsi-RIPsc-PEP32.
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pJET-vsi-RIPsc: Plasmido de clonacion derivativo de pJET 1.2 /blunt que contiene el

cassette de expresion vsi- RIPsc.

BamHI (330)

pJET-vsi-RIPsc
4078 bp

HindIII (1424)

(lac operator|

Figura 10. Mapa del pladsmido p]JET-vsi-RIPsc.

48



plJ486: Es un plasmido de expresién para Streptomyces de alto nimero de copias,

que contiene un gen de resistencia al tiostrepton y con un tamafio de 6.2 Kb (Kieser,

etal., 2000).
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Figura 11. Mapa del plasmido plJ486.
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plJ486-vsi-RIPsc: Plasmido derivativo de plJ486 que contiene el cassette de

expresion vsi-PEP32-RIPsc para Streptomyces lividans TK24.

Bam HI (4542)

plJ486-vsi-RIPsc

7.3 Kb

Hind 1Il (4512)

Figura 12. Mapa del plasmido p1J486-vsi-RIPsc.

plJ486-vsi-PEP32-RIPsc: Plasmido derivativo de plJ486 que contiene el cassette de

expresion vsi-PEP32-RIPsc para Streptomyces lividans TK24.

B HI (4542 "
amHI (4542) plJ486-vsi-PEP32-RIPsc ori

7.3 Kb

Hind Il (4512)

Figura 13. Mapa del plasmido pl]J486-vsi-PEP32-RIPsc.
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p1J486-vsi-RIPsc-PEP32: Plasmido derivativo de plJ486 que contiene el cassette de

expresion vsi-RIPsc-PEP32 para Streptomyces lividans TK24.

B HI (4542 -
=mHl (4842) plJ486-vsi-RIPsc-PEP32 ori
7.3 Kb

Hind Il (4512)

Figura 14.Mapa del plasmido 1J486-vsi-RIPsc-PEP32.

pET-PEP32-RIPsc: Plasmido derivado de pET17b clonado con el fragmento Sacl

/BamHI que codifica la fusion PEP32-RIPsc.

B ripsc

pET-pep32-ripsc W per32
M Promotor T7

[ Terminador T7
[C] Ampicilina

Figura 15. Mapa del plasmido pET-PEP32-RIPsc.
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pET-RIPsc-PEP32: Plasmido derivado de pET17b clonado con el fragmento Ndel

/Xhol que codifica la fusién RIPsc -PEP32.
Xho |

MNde |

B ripsc
B pep32
B Promotor T7

pET-ripsc-pep32

B Terminador T7
[C] Ampicilina

Figura 16. Mapa del plasmido pET-RIPsc-PEP32.

pET-RIPsc: Plasmido derivado de pET3a clonado con el inserto BamHI/Ndel que

codifica la proteina RIPsc.

BamHI

MNde |

B ripsc

[ ] ampicilina

Figura 17. Mapa del plasmido pET-RIPsc
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5.4 Oligonucleodtidos

Los oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo se resumen a continuacion.

Oligo Secuencia Referencia

T7 FW aatacgactcactataggg Este trabajo

T7 RV gctagttattgctcagegg Este trabajo
PEPRIP_FW  tagagctcatgcgtaaatggcatttttgggatacgcccaacaggc Reyes, 2012
PEPRIP_RV | taggatcctcacctttgcccgttgatgge Reyes, 2012
RIPEP_FW tacatatggatacgcccaacaggcagacaacatacattgatttcc Reyes, 2012
RIPEP_RV tactcgagtcaccaaaaatgccatttacgcctttgeccgttgatgg Reyes, 2012
pvsiPEP_FW | taggatccggttataccattaccgttcgtccatatgctggacaggegecacg Este trabajo.
PEPpvsi_RV  ctgttgggcgtatcccaaaaatgccatttacgggectgegeg Este trabajo.
vsiRIP_FW cgcgcaggceccgtaaatggceatttttgggatacgeccaacag Este trabajo.
RIPvsi_RV taaagcttctatcacctttgeccgttgatggegeggaggtatttgtccacg Este trabajo.
pvsiRIP_FW  taggatccggttataccattaccgttcgtccatatgcetggacaggegec Este trabajo.
RIPpvsi_RV | ttgtctgectgttgggcgtatcggectgegeggtg Este trabajo.
vsiPEP_FW  caccgcgcaggccgatacgcccaacaggcagacaa Este trabajo.
PEPvsi_RV taaagctttcaccaaaaatgccatttacgcctttgececgttgatggegeggaggta — Este trabajo.
plJ486_FW | cgcaattcctttagttgttcc Soliveri, et al, 1999
plJ486_RV gcgaaacgatcctcatcc Soliveri, et al.,1999

5.5 Manipulacién de ADN

La manipulacion de ADN en todos los casos fue llevada a cabo bajo técnicas estandar
(Sambrook, et al., 1989). Los plasmidos y oligonucleétidos usados en el trabajo son
listados en apartados anteriores. Las endonucleasas de restriccion fueron provistas
por Promega Inc. Se realizaron reacciones estandar de PCR utilizando Pfu DNA
Polymerase (Thermo Scientific). Generalmente los fragmentos obtenidos de PCR
fueron clonados en pJET 1.2 y después transferidos al vector de interés. Los

oligonucleotidos fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de
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DNA, Instituto de Biotecnologia, UNAM.

5.5.1 Transformacion de E.coli

La transformacion de E.coli se llevé a cabo por heat-shock, para lo cual se prepararon
células ultra-competentes (Hengen, 1996; Inou, et al., 1990) de la siguiente manera:
Se inocularon 25 mL de medio LB con una colonia de DH5q, se incubaron a 37°C
durante 8 - 10 h. Se inocularon 100 mL de LB con 10 mL del pre-indculo. Se dejaron
crecer con agitacidn constante (250 rpm) a 18°C durante aproximadamente dos dias
hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0.5 - 0.6. Se transfirié el matraz a un
bafio de hielo y se mantuvo durante 10 min. Se centrifugé el medio a 3,836 x g por 10
min a 4°C. El pellet se resuspendi6 en 40 mL de Buffer TB (10 mM; Pipes; 15 mM;
CaClz, 250 mM; KCI, pH 6.7, posteriormente adicionado con 55 mM; MnClz) frio, y se
mantuvo en hielo durante 10 min. Se centrifugé a 3,836 x g por 10 min a 4°C. El pellet
se resuspendio en 10 mL de TB mas 0.7 mL de DMSO (dimetilsulf6xido), y se mantuvo
en hielo durante 10 min. El volumen final se reparti6 en alicuotas de 100 pL en tubos
eppendorf de 1.5 mL, y se sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido. Se
almacenaron a -70°C para su uso. Para la transformacién se tomaron 50 pL de células
ultra-competentes y se depositaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se le adicionaron
10 pL de plasmido, se resuspendié suavemente y se mantuvo en hielo durante 30 min.
Se transfirio la mezcla a un bafio de agua a 42°C durante 2 min y se enfrié rapidamente

en hielo. Se adicionaron 800 pL de medio LB, se mezcld por inversion y se incubé a
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37°C durante 1 h. Se sembro6 una alicuota de 100 pL en la superficie de una placa con

LB/agar y con el antibidtico especifico. Se incub6 toda la noche a 37°C.

5.5.2 Minipreparaciones para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Se tomo6 una colonia bacteriana proveniente de una placa de agar LB con ampicilina
(100 pg/mL) con 12-16 h de crecimiento y se puso a crecer en una placa nueva a 37°C
toda la noche. Se tomé un botdn celular con un palillo y se resuspendié en 59 pL de
agua estéril. Se adicionaron 350 pL de STET (EDTA 50 mM, pH 8; sacarosa 8%; Tris-
HCI 10 mM, pH 8; Trit6n X-100, 0.5%) mas 10 puL de lisozima a una concentracion de
10 mg/mL y se hirvié durante 1 minuto, las proteinas y el ADN cromosémico se
precipitaron por centrifugaciéon a 14,000 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente.
El precipitado formado se eliminé con un palillo estéril. EI ADN plasmidico se
precipité con 40 pL de acetato de sodio (3 M pH 5.2) mas 600 pL de isopropanol, el
contenido del tubo se mezcl6 por inversion y se incubd a temperatura ambiente por
15 minutos para posteriormente centrifugar a 14,000 rpm, 5 minutos a temperatura
ambiente.

El sobrenadante se eliminé y el precipitado se lavé con 600 pL de etanol al 70%
centrifugando a 14,000 rpm por 5 minutos, eliminando el sobrenadante; los
precipitados se dejaron secar por 15 minutos después de los cuales se
resuspendieron con 25 pL de agua estéril y con estas muestras se corrié una

electroforesis en gel de agarosa.
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5.5.3 Seleccidon de transformante de E.coli

Para llevar a cabo la seleccidn de las transformantes de E.coli, en primer lugar se hizo
uso de los marcadores adecuados que confieren resistencia a algin antibidtico. Este
es un método rapido y efectivo para la seleccién. Una vez crecidas las transformantes,
se seleccionaron al azar algunas de ellas y se resembraron nuevamente en placas de
LB/agar con ampicilina (100 pg/mL) en condiciones de crecimiento para E.coli.
Posteriormente se llevaron a cabo minipreparaciones para extraer AND plasmidico
(5.5.2) de cada transformante seleccionada. Se corrié una electroforesis en gel de
agarosa, se selecciond las transformantes que contenian DNA plasmidico y se llevo a
cabo una digestidon enzimatica con las enzimas HindIll/BamHI (Promega) con el fin

de comprobar que el inserto se alla ligado al plasmido.

5.5.4 Transformacion de Streptomyces lividans

La transformacion de esta cepa se llevo a cabo mediante la técnica de protoplastos.
Los protoplastos se prepararon de la siguiente manera: se colocé un pre-cultivo de 48
h de Streptomyces lividans Tk24 en medio Phage a 30°C y 150 rpm. Después del
tiempo de incubaciodn, se inocularon 50 mL de medio S suplementado con glicina 20%
y glucosa 6.6% con 5 mL del pre-cultivo previamente homogenizado y se incubd
durante 24 h a 30°Cy 150 rpm. La biomasa obtenida se centrifugé a 6,137 x g durante
8 min, se descartd el sobrenadante, el pellet se lavo con buffer PTC, se centrifugd bajo

las mismas condiciones y se resuspendi6 en 10 mL de buffer PTC adicionado con 10
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g/mL de lisozima, se incub6 a 30°Cy 120 rpm. La suspension se monitored por medio
de la observacidén al microscopio hasta que se observd la formacién de protoplastos
(1 h aproximadamente). Una vez obtenidos los protoplastos se agreg6 10 mL de PTC
y se resuspendio por pipeteo, la suspension se centrifugé a 6,137 x g durante 5 min.
El sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo y se centrifugd nuevamente a 6,137 x g
durante 5 min. El pellet obtenido se lavé con 5 mL de PTC y se hicieron alicuotas de

200 pl y se conservaron a -70°C hasta su uso.

Para la transformacién se descongel6 una alicuota de protoplastos en bafio de agua a
37°C, se agregaron 10 pL de ADN plasmidico y se mezclé por pipeteo. Se agregd 500
uL. de PEG 6000 al 35 % (el polietilenglicol actiia como desestabilizador de la
membrana y facilita asi la captura de ADN exd6geno), se mezclé y se incub6 durante 5
min a temperatura ambiente. Se prepararon cajas con medio R2 suplementadas con
CuS04.5H20 2mM (1/1000) y CaCl2.2H20 36.8% (1/100). Se inocularon las cajas con
150 pL de la mezcla y se incubaron a 30°C por 24 h con el fin de que los protoplastos
se regeneraran. Después de este tiempo se agregé 1 mL de tioestrepton a una
concentracion de 50 pg/ml y se difundié en el agar y se incubaron a 30°C hasta

obtener transformantes.

5.5.5 Seleccion de transformantes de Streptomyces por PCR de Colonia

Para verificar que el cassette de expresidn se encuentra en las transformantes se
realizd PCR de colonia utilizando oligos especificos para plJ486. Para ello, se macerd

la colonia transformante, la cual se tomé como ADN molde en la PCR. El programa
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usado es el reportado por (Soliveri, et al., 1999). Posteriormente se secuencié el

inserto.

5.6 Manipulacion de ARN

El aislamiento del ARN se llevé a cabo bajo esterilidad y asepsia absoluta, de acuerdo
a condiciones estandar (Sambrook, et al., 1989), ya que las RNAsas son proteinas
altamente estables y dificiles de inactivar (Fleige & Pfaffl, 2006). Por lo tanto, para
obtener ARN de calidad, libre de contaminantes y en buena concentracién se debe
mantener las condiciones adecuadas. Para asegurar la ausencia completa de ADN en
las muestras, se incluyé un tratamiento con DNAsas (Promega). En los casos
necesarios, se realizé la electroforesis de ARN bajo condiciones desnaturalizantes con
el uso de formaldehido (para 50 mL de gel, agarosa 1% y formaldehido 3%) y con el
buffer de corrida MAE (10x, 0.2 MOPS, 50mM acetato sédico y 10 mM de EDTA,
ajustado a pH 7 con NaOH). La concentracién y pureza del ARN fueron determinadas
por medio de un espectrofotdmetro nanodrop 2000 provisto por Thermo scientific. El
aguay todas las soluciones utilizadas para cada experimento de manipulacion de ARN
fueron tratadas con DEPC (dietilpirocarbonato) y preparadas o almacenadas en

recipientes libres de nucleasas.

5.6.1 Aislamiento de ARN de E.coli

La extraccion de ARN para E.coli fue llevada mediante la técnica de trizol de la

siguiente manera: la biomasa obtenida se congelé con N2liquido y se almacend a -70
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hasta su uso. Se macerd la biomasa con Nzliquido. Sin dejar descongelar las muestras
se tomd con una espatula estéril 50 pL de volumen del macerado y se deposité en
tubos eppendorf estériles congelados. Después se afladi6 1 mL de Trizol a cada
muestra, se homogeneizé vigorosamente en vortex, se dejo reposar 5 min a
temperatura ambiente y se agreg6 200 pL de cloroformo. Posteriormente, se mezclo
vigorosamente 15 seg en vortex y se incubd 3 min a temperatura ambiente. Se
centrifug6 a 4 °C y 14,000 rpm por 15 min y se transfirié la fase acuosa a nuevos
tubos. EI RNA presente en la fase acuosa se precipité con 500 pL de isopropanol y
se almacend a -20 °C toda la noche. El precipitado se centrifugé a 4°C, 14000 rpm por
30 min, se descarto el sobrenadante. El pellet se lavo con 1 mL de etanol al 70%, se
centrifugé a 4°C, 8000 rpm, 5 min, se desecho el sobrenadante. El pellet se dejo6 secar
10 min. E1 RNA se resuspendi6 en 20 uL de agua destilada libre de RNAsas, después
se colocd en bafio de hielo 10 min, se incub6 a 65°C, 10 min con agitacion constante.

Posteriormente se almacenéd a -70 °C.

5.6.2 PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR)

La reaccion RT-PCR fue llevada a cabo mediante el uso del Kit One Step RT-PCR
provisto por Quiagen tal como lo especifica el proveedor. El programa utilizado para
la reaccion fue: 30 minutos a 50°C para la transcripcion reversa; 15 minutos a 95°C
para la activacion de la PCR inicial, 30 segundos a 94°C para la desnaturalizacion, 1
minuto a 60°C para la hibridacion, 1 minutos a 72 °C x 40 ciclos para la extension; y
10 minutos a 72°C para la extensién final. El ARN total utilizado como molde fue

previamente tratado con DNAsas con el fin de eliminar resultados debido a la
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contaminacion por ADN. Como control negativo se corrié un PCR clasico utilizando

ARN como molde.
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5.7 Expresion de proteinas

En el estudio de la aplicacién de RIPsc se construyeron proteinas quiméricas con el
objetivo de brindar especificidad. La proteina de interés se sobre-expres6 en dos
sistemas de expresion diferentes. El primer sistema de expresion es para células de
E.coli BL21(DE3) pLysS, en el cual se hizo uso del plasmido pET17b como vector de
expresion y para el segundo se disefié un sistema de expresién para Streptomyces
lividans TK24, ya que ademads de ser considerado un organismo no patogeno a
humanos (nivel de contenciéon 1), secreta bajas cantidades de  proteasas
extracelulares, las cuales pueden afectar los rendimientos de la proteina de interés.
Este sistema de expresion se disefi6 fusionando un péptido sefial a la proteina de
interés, lo que constituye una unidad de translocacién unica, y que ha sido usado
como herramienta molecular para optimizar los rendimientos de las proteinas
secretadas, evitando con esto la toxicidad a la célula hospedera (Kieser, et al., 2000).
El sistema utiliza como plasmido de clonacion, el vector plJ486 que contiene un gen

de resistencia a tioestrepton.
5.7.1 Sobre- expresion proteica por induccion en E.coli BL21(DE3) pLysS

La sobre-expresion de las proteinas quiméricas PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32 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 llevar a cabo la induccién se
hizo un pre-cultivo de 10 mL de medio LB suplementado con ampicilina a una

concentracion final de 100 pg/mL y cloranfenicol a una concentracién final de 35
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ug/mL en condiciones de crecimiento para E.coli (37°C, 250 rpm). Los 10 mL del pre-
cultivo fueron utilizados para inocular 100 mL de medio LB con el antibiotico
correspondiente. Después de la inoculacién se incub6 a 37°C y se monitoreo la
densidad optica hasta alcanzar un valor de 0.8 UA. Una vez alcanzada la densidad
Optica necesaria, se agregd 1 mL de una solucién stock de IPTG 100 mM (0.0238
g/mL) para tener una concentracion final de 1 mM de IPTG. Se tomaron muestras de
1 mLalas 0, 2 y 4 h después de la induccion. Se recogio el pellet por medio de
centrifugacion. El pellet se almacen6 a una temperatura de -20°C hasta su uso (no mas

de 5 dias).
5.7.2 Separacion de fracciones proteicas solubles e insolubles de E.coli

Para la separacién de las fracciones soluble e insoluble de las proteinas totales
obtenidas durante la induccién de RIPsc, se tomaron muestras de 1 ml del cultivo
bacteriano resultante de la sobre-expresion bajo induccién con IPTG, en diferentes
tiempos, 0 h, 2 h y 4 h. Las muestras fueron centrifugadas (3 minutos 10,000 x g). Los
pellets obtenidos fueron resuspendidos en 57 puL. ATRIT (10 % sucrosa, 50 mM Tris-
HCI, pH 8), con la adicion de 19 pl de solucidn de lisozima (20 mg/mL), 1a mezcla se
incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion se
agreg6 a la mezcla 76 pL de CTRIT (0.2 % Tritén X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-
HCl, pH 8). Las muestras fueron mezcladas con un vdrtex e incubadas durante 5
minutos a temperatura ambiente. Después las células se lisaron por medio de
congelamiento (N2 liquido) y descongelamiento (H20 a temperatura ambiente), las

muestras obtenidas se centrifugaron durante 5 minutos a 10,000 x g. El
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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, es
decir, la fraccion insoluble, fue lavado con 150 pL of BTRIT (25 mM EDTA, 25 mM
Tris-HCI, pH 8), se resuspendi6 en 167 pL de TRIT (3 vol. ATRIT, 1 vol. ATRIT y 4 vol.
CTRIT) y se mezcl6 con 33 pL de buffer de carga para proteina para el subsecuente

analisis con electroforesis SDS-PAGE.

5.7.3 Sobre-expresion proteica en Streptomyces lividans TK24

Para llevar a cabo la sobre-expresion proteica en Streptomyces lividans, primero se
disefié un cassette de expresion el cual contiene el péptido sefial del inhibidor de
subtilisina de Streptomyces venezuelae CBS762.70 (vsi) unido a PEP32-RIPsc y RIPsc-
PEP32 respectivamente, dando como resultado el fragmento fusién vsi-PEP32-RIPsc
y vsi-RIPsc-PEP32. Posteriormente el cassette de expresion fue clonado en el vector
de amplificacion pJET 1.2. A partir de la construcciéon pJET-vsi-PEP32-RIPsc y pJET-
vsi-RIPsc-PEP32, se obtuvo el fragmento de fusion por digestion con las enzimas
BamHI y HindlIII, de la misma manera el vector de expresion plJ486 fue digerido con
las mismas enzimas. La clonacion de vsi-PEP32-RIPsc y vsi-RIPsc-PEP32 en plJ486
resultd en las siguientes construcciones: plJ486-vsi-PEP32-RIPsc y plJ486-vsi-RIPsc-

PEP32, las cuales se utilizaron para transformar S. lividans.

Para llevar a cabo la secrecién de PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32, las transformantes
fueron inoculadas en 50 mL de medio Phage suplementadas con tioestrepton a una

concentracion final de 50 pg/mL, se incubaron a 30°C, 150 rpm durante 20 dias.
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Posteriormente se centrifugé6 30 minutos a 5,000 rpm (3,836 x g), 4°C para retirar
biomasa, el extracto crudo obtenido se clarificé mediante filtracion (0.22 pm poro de
filtro) para llevar a cabo la precipitacion proteica con TCA. La precipitacion proteica
con TCA se realizé de la siguiente manera: al extracto crudo se le agreg6 un volumen
de una solucién de TCA/acetona 20%, se almacend a -20°C por 12 h, se centrifugé 15
minutos a 5,000 rpm, 4°C. El pellet obtenido se lavd con acetona pura a 4°C y se
centrifug6 15 minutos a 5,000 rpm, 4°C (este paso se repitioé dos veces) y después con
acetona al 80 %. Se dejo6 secar el pellet durante 10 minutos aproximadamente y se
resuspendié en buffer de muestra para SDS-PAGE sin azul de bromofenol. Las

muestras se almacenaron a -70°C.

5.7.4 Electroforesis SDS-PAGE

Se realizaron geles unidimensionales bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
de acuerdo con la metodologia descrita por (Laemmli, 1970). El gel de concentracion
fue al 5% y el de separacidon al 12%, con condiciones eléctricas de voltaje constante
de 100 V, la muestra fue revelada mediante tincién con azul de Coomasie (Bio-Rad,
numero de catalogo 161-0786). El marcador utilizado fue Prestained SDA-PAGE

Standards, broad range (Bio-Rad, nimero de catalogo 161-03818).
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5.8 Ensayo de actividad sobre hongos fitopatogenos

El bioensayo consistié en montar una fermentacion de 20 dias, después, se centrifugd
para retirar biomasa por 30 minutos a 5,000 rpm (3,836 x g), 4°Cy se filtr6 (2.5 pm
poro de filtro) en vacio para retirar la biomasa que lleg6 a resuspenderse. Se mezcl6
un volumen del extracto con un volumen de PDA/agar con el hongo embebido y se
incubaron las cajas a 30°C por aproximadamente 48 h. Los hongos utilizados para los
bioensayos fueron los siguientes. Penicillium chrysogenum, Saccharomyces cerevisiae,

Aspergillus terreus, Colletotrichum sp y Paecilomyces sp.
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6. Resultados

De acuerdo a los antecedentes del trabajo, la proteina RIPsc es inactiva sobre células
fingicas y bacterianas en ensayos in vivo (Reyes, et al., 210). Sin embargo, su actividad
es interesante en aplicaciones agricolas en las que se busca combatir hongos
fitopatdgenos. Por tal motivo, se disefi6 una estrategia experimental que consiste en
la construccion de una proteina quimérica compuesta por la cadena con dominio RIP
y un péptido especifico de penetraciéon celular contra hongos que facilite su
internalizaciéon sobre fitopatégenos. La estrategia general para el desarrollo

experimental de la proteina quimérica se muestra a continuacion.

Obtencién de L
PEP32-RIPsc Disefio de > Amplllflcacmn dela
oligonucleétidos fusion por PCR
Clonacioén del Clonacion de la fusién
fragmento fusién en Digestion del P en el vector en el
plj486 y fragmento fusién y vector de
transformacién de S. del vector de amplificacién pJET 1.2
lividans expresion plj486 con BamHI y Hind 111

A

Evaluacién de la
actividad contra
fitopatogenos

Sobre-expresién de |———»
PEP32-RIPsc

Figura 18. Estrategia general para la obtencién de PEP32-RIPsc.
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Obtencion de Disefio de > Amplificacién de la
RIPsc-PEP32 oligonucleétidos fusion por PCR

l

Clonacién de la fusién

Clonacién del .
fragmento fusién en Digestion dsl en el vector en el vector
plj486 y fragmento fusion y de amplificacién pJET
transformacién de S. del vector de 1.2 con BamHI y Hind
lividans expresion pl[486

l

Sobre-expresion de Evaluacién de la
RIPsc?PEpgz actividad contra

fitopatégenos

Figura 19. Estrategia general para la obtencién de RIPsc-PEP32

En esta estrategia, se plantean dos posibilidades, una es fusionar el péptido al extremo
amino terminal y la otra al extremo carboxilo terminal de RIPsc. Esto con el objetivo
de determinar en qué caso el péptido es capaz de cumplir la funciéon de acarrear a
RIPsc dentro de las células sin alterar la funcién del dominio RIPsc, debido a que
existe la posibilidad de que la fusiéon interfiera en la actividad de RIPsc por
impedimento estérico. Por otro lado, utilizar dos sistemas de expresién para ambas
proteinas, con el fin de determinar qué sistema es mas eficiente para la obtencién de

la proteina quimérica.

La obtencidn de las transformantes para PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32 en el sistema de
expresion de E.coli fue realizada previamente en nuestro laboratorio por Reyes,

(2012) y evaluada en el presente trabajo. En la Figura 20, se muestra las fracciones
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proteicas obtenidas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
12.5%, donde: a) PEP32-RIPsc y b) RIPsc-PEP32 respectivamente. Las muestras se
tomaron alas 0 h, 2 hy 4 h de la induccién para realizar el fraccionamiento proteico.
La finalidad de la separacion de fracciones fue analizar la naturaleza de la proteina
heterologa y verificar si se encuentra en el cultivo de manera nativa o en cuerpos de

inclusion. El proceso de fraccionamiento proteico se describe en la seccién 5.7.2.

a) 0Oh 2h 4h b) Oh 2h 4h
) rV_A_\ e e, o e, PR S
TRESE 10 THISEINATHESE | :"T st ‘T Esl 1 ITFESE
— ‘ I-"
30kDa w—p 30409 - '
- oo DT o Lo 2

Figura 19. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE al 12.5% para la separaciéon de PEP32-RIPsc y RIPsc-
PEP32, tefiido con azul Coomasie. Las muestras separadas en el gel corresponden a las fraccione, T=
Proteinas Totales, S=Proteinas Solubles, [=Proteinas Insoluble, dichas fracciones fueron separadas de
muestras tomadas a las 0 h, 2h y 4 h de la induccién. En cada carril se corrieron 20 puL de muestras.
Marcador de peso molecular All Blue de Bio-RAD (Reyes, 2012).

Como se puede observar, no fue posible detectar la banda correspondiente a PEP32-

RIPsc y RIPsc-PEP32, cuyo tamaiio es de 30 kDa.

Con base a estos resultados, se analiz6 la expresion de RIPsc a nivel de transcripcion
para evaluar la efectividad del sistema. Se siguié la misma metodologia llevada a cabo

por Reyes, (2012) para inducir la sobre-expresion de PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32
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(ver Seccion 5.7.1). Se tomaron muestras a las 0 h, 2 h y 4 h de la induccién para
extraer el ARN total mediante la técnica de trizol y se realiz6 la PCR de transcriptasa
reversa. En la Figura 21, se puede observar las bandas de ADN que corresponden a la
retrotranscripciéon de RIPsc, PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32, cabe sefialar que los

controles de la cepa TK24 y TK24-pl]486 no produjeron ninguna banda que indicara

RIPsc PEP32-RIPsc RIPsc RIPsc-PEP32
LI & ] |

- e R A, (i
(RS oh % 4h oh b 4b g%:: = 0h 2h 4h Oh 2h 4h
3,000 000 — R
3,000 —eiiiil 4,000 —um
2,500 === 3,000 —=
2,000 — 2,500 — 20
1,500 —— 2,000 ——SIN.

= 1,500 —=
750 ——w— "'“-" 1,000 — .
250 R L

S00 —s==

250 —=

Figura 20. Gel de agarosa 1%, donde se observa las bandas correspondientes al gen
RIPsc, PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32.

alguna expresion inespecifica. Asimismo, se secuenciaron los genes en cuestion
obteniéndose un 100% de identidad. Por lo tanto, se puede concluir que los genes se
estan transcribiendo correctamente, sin embargo, la falta de deteccion de las
proteinas puede ser debida a niveles bajos de traduccion de la proteina de fusién o a
que la proteina al ser de naturaleza téxica interfiere con la sobre-expresion debido a

que es perjudicial sobre la célula huésped.

Se sabe que, cuando la proteina de interés no se puede detectar a través de una técnica

sensible (por ejemplo, Western blot) o se detecta pero en niveles muy bajos (<1 pg/L
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de cultivo) (Miroux y Walker, 1996;Dumon-Seignovert et al, 2004), es porque la
proteina interfiere con la proliferacion normal y la homeostasis del microorganismo
y el resultado visible es la lenta tasa de crecimiento, densidad celular final baja, y la

muerte (Doherty et al, 1993; Dong et al., 1995).

De acuerdo con los resultados obtenidos de la transcripcién reversa y a los
antecedentes, se pensoé en la sobre-expresion en Streptomyces lividans TK24, ya que
E.coli pese a que es el hospedero heter6logo preferentemente seleccionado debido a
la serie de modificaciones genéticas que se le han hecho para lograr una cepa
adecuada para sobre-expresar proteinas, no siempre es el adecuado, ya sea porque
no es capaz de llevar a cabo modificaciones post-traduccionales apropiadas (por
ejemplo, la glicosilacién) o porque no facilita el plegado de proteinas a su
configuracion nativa (proteina funcional) o se da en niveles bajos de expresion.
Asimismo, como bacteria Gram-negativa, su membrana externa contiene
lipopolisacaridos, una fuente de endotoxinas.

Las proteinas recombinantes sobre-expresadas en E.coli se acumulan
frecuentemente en cuerpos de inclusion en el citoplasma o en el espacio
periplasmatico, lo cual requiere de procesos de extraccion de las proteinas con
agentes fuertes y de renaturalizacion para el replegamiento adecuado de las
proteinas, los cuales pueden afectar su actividad biolégica. Por otro lado, S. lividans
TK24, una bacteria Gram-positiva, no posee membrana externa por lo que las
proteinas heterdlogas son secretadas directamente al medio extracelular, lo cual

favorece su posterior recuperacion. No posee un extenso sistema de restriccion-
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modificacion al ADN foraneo y no es patégeno a los humanos. Cuando se ha utilizado
a S. lividans para la produccion de proteinas recombinantes, la estrategia ha sido
fusionar el gen de interés a la secuencia sefial de una proteina homdloga
abundantemente secretada a través de la via de secrecién Sec (Gilbert, et al., 1995;
Kieser, et al., 2000). Uno de los ejemplos mas sobresalientes ha sido la obtencion del
factor a de necrosis tumoral murino (mTNFa) a concentraciones de 300 mg/L de
sobrenadante de cultivo (SN) cuando se utilizaron las sefiales reguladoras y de
secrecion del inhibidor de subtilisina de Streptomyces venezuelae CBS762.70 (vsi)
(Lammertyn, et al., 1997). Para hacer esto posible, se disefié un cassette de expresion
para S. lividans y se clond en el vector plJ486 y de esta manera obtener las proteinas

PEP32-RIPscy RIPsc-PEP32.

6.1 Sobre-expresién de PEP32-RIPsc en S. lividans

Se diseno el cassette de expresion PEP32-RIPsc y se sigui6 la estrategia para su

construccion como se muestra en la Figura 22.

289 pb 825 pb

BamHI: GGATCC RIPsc: Proteina Inactivadora de
P: Promotor los Ribosomas

: Sitio de Reconocimiento Ribosomal — Secuencia de paro: TGA
Secuencia de inicio: ATG Hindlll: AAGCTT

VSI: Péptido Senal
PEP32: Péptido antifungico

Figura 21. Cassette de expresion PEP32-RIPsc para Streptomyces lividans TK24, el cual se clonara en el
vector plJ486.
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Se tomo6 como base la técnica de Double-Joint PCR (double-joint polymerase chain
reaction) o PCR de doble unidn, la cual se ha utilizado para construir vectores para su
integracion al genoma especifico sin etapas de subclonacién laborioso (Yu, et al,
2004). En una primera ronda de PCR, se utiliz6 la enzima Pfu DNA Polymerase, de alta
fidelidad para amplificar los componentes 5y 3" de cada gen con los oligonucleétidos
especificos Fowardy Reverse-Fusién y Fusiéon-Foward y Reverse respectivamente. Los
oligonucleotidos de fusién contienen una regién de homologia. En la segunda ronda
de PCR, que es una reacciéon de ensamblaje, los fragmentos obtenidos de cada
amplificacion funcionan como ADN molde y como primers. El fragmento de menor
tamafio se adicion6 en mayor proporcion, en una relaciéon 3:1. Finalmente, en la
tercera ronda de PCR, la combinacién del oligo Foward de la primera amplificaciéon
con el oligo Reverse de la segunda amplificacién son utilizados para la amplificacion

del producto final (Figura 23).
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BamHI

b pvsiPEP_FW vsiRIP_FW

PEP32Z RIP

HindlIll

PEPpvsi_RV RIPvsi_RV .

pvsiPEP_FW vsiRIP_FW
Lo iyt
——— RIPvsi_RV
PEPpvsi_RV VSl
PCR
PCR l l
2 PR e
BamHI I

~. pvsiPEP_FW PCR

ragmento Hindll]

RIPvsi_RV

PEP32 RIP TGA  HindIl

Figura 22. Representacion grafica de la construccion del cassette de expresion para sobre-expresar
PEP32-RIPsc en S. lividans. Donde vsiRIP-FW y PEPpvsi-RV actiian como oligo Fusién-Foward y
Reverse-Fusion.

El programa usado parala primera ronda de PCR asi como las condiciones de reaccion
fue como sigue:
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Tabla 3. Mezcla de reaccién para la amplificacion de vsi y PEP32-RIPsc asi como el programa utilizado

en cada caso.

Componente de la PCR Volumen
(uL)
Buffer 10x 5
dNTP’s (10 mM) 1
Oligo foward FW (10 uM) 2.5
Oligo reverse RV (10 pM) 2.5
ADN (100 ng) 1
Pfu DNA Polymerase (2.5 0.5
U/uL)
Agua 37.75
Volumen total 50 pL

Programa VSI PEP32-RIPsc
1.Inicio ‘ 95°C-2 min  95°C- 2 min
2.Desnaturalizacién ‘ 95°C-1 min 95°C-1 min
3.Hibridacién ‘ 56°C-30's 63°C-30's
4.Extension 72°C-2min

‘ 72°C-min
Repetir desde paso 2, 30 veces.
72°C- min

5.Extension final ‘ 72°C- 5 min

Mantener A 4°C

A continuacién se muestra las bandas obtenidas de la primera amplificaciéon de

manera independiente de vsi y PEP32-RIPsc. La banda de vsi tiene un tamafio de 320

pb y la proteina PEP32-RIPsc de 837 pb (Figura 24).

. b 1
T e ' =
& ~ 837pb
ey 1,000__
a20pb 750 e W
500 = g
250—— I
-

Figura 23. Amplificacion de los fragmentos vsi (a) y PEP32-RIPsc (b). Gel de agarosa al
1%, marcador de peso molecular 1 Kb.

El programa para la reaccién de ensamblaje de la segunda ronda de PCR fue la

siguiente:

74



Tabla 4. Mezcla de reaccion para la fusién de los fragmentos asi como el programa empleado (Yu, et
al., 2004).

Componente Volumen
(uL) PROGRAMA

Buffer 10x 2.5 1.Inicio 94°C- 2 min
dNTP’s (10 mM) 0.5 2.Desnaturalizacién 94°C-30 s
Fragmento 1 _FW 3 3.Hibridacion 63°C -10 min
Fragmento Z_RV 1 4. Extension 72°C-5 min
Pfu DNA Polymerase (2.5 U/uL) 0.25 Repetir desde paso 2, 15 veces.
Agua 17.75 5.Extensioén final 72°C- 10min
Volumen total 25 uL Mantener a 4°C

En la Figura 25 se muestra la banda obtenida de la fusiéon de fragmentos y que
corresponde a aun tamarno de 1.1 kb.

1,500
1,000

Figura 24. Fusién y amplificacién del fragmento vsi-PEP32-RIPsc. Peso molecular de 1.1 kb. Gel de
agarosa 1%, marcador de peso molecular de 1kb.

La banda que corresponde al fragmento vsi-PEP32-RIPsc se cort6 y se purifico,
después se ligd en el vector pJET 1.2. La ligacion pJET-vsi-PEP32-RIPsc se digirié con
las endonucleasas BamHI y HindlIlI, lo mismo se hizo con el vector pIJ486 (Figura 26).

La clonacion del fragmento vsi-PEP32-RIPsc en plJ486 resulté en la construccion
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plJ486-vsi-PEP32-RIPsc, que se us6 para la sobre-expresion de PEP32-RIPsc en

Streptomyces lividans.

a)

pJET 1.2

vsi-PEP32-RIPsc

Figura 25. a) Gel de digestion de pJET-vsi-PEP32-RIPsc. Carril 1: marcador de peso molecular
de 1Kkb, Carril 2: vector pJET1.2, Carril 3: vsi-PEP32-RIPsc ligado a pJET1.2 y Carril 4: pJET-vsi-
PEP32-RIPsc digerido con BamHI y Hindlll. b) Gel digestién de plJ486-vsi-PEP32-RIPsc.

La transformacion de Streptomyces lividans se llev6 a cabo por protoplastos (Seccion

5.5.4), en la Figura 27 se puede observar las transformantes obtenidas.

Figura 26. Transformantes de Streptomyces lividans TK24 obtenidas por protoplastos
para sobre-expresa PEP32-RIPsc
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Se seleccionaron algunas de las transformantes y se le realizd6 PCR de colonia para
comprobar que vsi-PEP32-RIPsc se encontrara en ellas. La PCR se llevo a cabo con
primers especificos (Seccion 5.4), que flaquean el sitio de multiple clonacién del
vector plJ486 (Soliveri, et al., 1999), lo que asegura que la regién amplificada

corresponda al inserto de interés.

En la Figura 28 se muestra una banda entre 1,000 y 1,500 que corresponde a vsi-

PEP32-RIPsc presente en algunas de las colonias seleccionadas.

Figura 27. PCR de colonia realizado en las transformantes de S. lividans. Se aprecia una banda
entre 1,000y 1,500 que corresponde al inserto.

Posteriormente se secuenci6 el material contenido en estas bandas para comprobar
que la regiéon amplificada corresponde al inserto de interés. Los resultados de
secuenciacion arrojaron un 99% de identidad entre la region amplificada y la
secuencia de oligonucleotidos del cassette de expresion. De esta manera se obtuvo la

cepa S. lividans TK24-(plJ486-vsi-PEP32-RIPsc).
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De manera paralela, se realizé una curva de crecimiento para comparar el efecto de
sobre-expresion de PEP32-RIPsc en S. lividans tomando como control a S. lividans
TK24, S. lividans TK24-(pl]J486), S. lividans TK24-(plJ486-vsi-RIPsc); esta udltima

sobre-expresa a la Proteina Inactivadora de los Ribosomas sin el péptido acarreador.

Las cepas fueron inoculadas en 50 mL de medio Phage por duplicado, suplementadas
con tioestrepton a una concentracién final de 50 pg/mlL, se incubaron a 30°C, 150
rpm durante 5 dias. Se tomaron muestras por triplicado de 1 mL a las 0 h, 24 h, 48h,

72h,96 hy 120 h. La curva de crecimiento se realiz6 por peso seco (Figura 29).

8.0 7

- TK24

== TK24-plj486

—k— TK24-vsi-RIP

=¥=— TK24-PEP32-RIPsc

Biomasa mg/mL

0 24 48 72 96 120

Tiempo (h)

Figura 28. Curva de crecimiento de S. lividans TK24-(p1]486-vsi-PEP32-RIPsc).
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De acuerdo a la grafica se puede observar que hay un efecto de sobre-expresion de
PEP32-RIPsc en el cultivo ya que se ve afectado el crecimiento obteniéndose un
maximo a las 96 h con respecto a los controles que es a las 48 h. Las curvas obtenidas
de S. lividans TK24, S. lividans TK24-(plJ486), S. lividans TK24-(plJ486-vsi-RIPsc)
tienen un comportamiento similar. La explicacion a esto puede ser debido a que el
péptido activo seleccionado tiene un efecto extra sobre la cepa hospedera. Esto se
puede observar claramente al comparar la curva de S. lividans TK24-(plJ486-vsi-

RIPsc) y S. lividans TK24-(plJ486-vsi-PEP32-RIPsc).

6.2 Sobre-expresion de RIPsc-PEP32 en S. lividans

Para llevar a cabo esta parte se procedié de la misma forma que en la sobre-expresion

de PEP32-RIPsc (ver Seccion 6.1).

Se disefi6 un cassette de expresion para sobre-expresar RIPsc-PEP32 en Streptomyces

lividans TK24.
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289 pb 825

PEF32Z TGA Hind 11

BamHI: GGATCC RIPsc: Proteina Inactivadora de
P: Promotor los Ribosomas

- Sitio de Reconocimiento Ribosomal  Secuencia de paro: TGA
Secuencia de inicio: ATG Hindill: AAGCTT

VSI: Peptido Senal
PEP32: Péptido antifungico

Figura 30. Cassette de expresion RIPsc- PEP32 para Streptomyces lividans TK24, el cual se clonara en
el vector plJ486

En la Figura 31 se describe como se llevo a cabo la construccién de dicho cassette con

la técnica de Double-Joint PCR anteriormente mencionada.
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BamHI
pvsiRIP_FW vsiPEP_FW

Hind I11
RIPpvsi_RV PEPwvsi_ RV \

pvsiPEP_FW vsiPEP_FW
1.PCR | | PEP32-RIP
RIPpvsi RV PEPvsi RV
PCR
PCR
| H == (=TSN
. Fragmento 2
BamHI _ l
pvsiRIP_FW PCR
3.PCR
L TR i
PEPvsi RV~

RIF PEP32 TGA Hind 111

Figura 29. Representacién grafica de la construccion del cassette de expresion para sobre-expresar
RIPsc-PEP32 en S. lividans.

Las mezclas de reaccién asi como los programas para cada PCR son los mismos que

se usaron en la sobre-expresion de PEP32-RIPsc (ver tabla 3 y 4).

En la Figura 32 se muestra la amplificacién de cada fragmento asi como la fusién de
los mismos. Los tamafios de cada banda son los mismos que se obtuvieron en el

apartado 6.1.
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[ el

Figura 30. Amplificacién de los fragmentos vsi (a), RIPsc-PEP32 (b) y vsi-RIPSC-PEP32 (c). Gel de

agarosa 1%, marcador de peso molecular 1kb.

El fragmento fusién obtenida se clon6 en el vector pJET1.2. Se digirié pJET-vsi-RIPsc-

PEP32 y plJ486 con las endonucleasas BamHI/HindIII y posteriormente se ligd. La

clonacidn del fragmento vsi-RIPsc-PEP32 en plJ486 resulto6 en la construccion plJ486-

vsi-RIPsc-PEP32, utilizada para transformar S. lividans por protoplastos (Figura 34).

Una vez que se obtuvieron las transformantes, se realiz6 PCR de colonia para

comprobar que el inserto se encuentra dentro de ellas utilizando los primers

especificos que flaquean el sitio de multiple clonacién del vector plJ486 (Soliveri, et

al,, 1999). En la Figura 33 se muestra las colonias en las que se observa una banda

entre 1,500 y 1,000 pb, correspondiente al gen de interés. Se secuenci6 el material

contenido en la banda. Los resultados arrojaron un 99% de identidad entre la region

amplificada y la secuencia nucleotidica del cassette de expresion.
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Figura 31.PCR de colonia realizado en las transformantes de S. lividans. Se aprecia una banda entre
1,000y 1,500 que corresponde al inserto vsi-RIPsc-PEP32.

g

Figura 32. Transformantes de Streptomyces lividans TK24 obtenidas por protoplastos para sobre-
expresar RIPsc- PEP32.

De igual modo que en PEP32-RIPsc, se realiz6 una curva de crecimiento para
comparar el efecto de sobre-expresion de RIPsc-PEP32 en S. lividans tomando como
control a S. lividans TK24, S. lividans TK24-(pl]486) y S. lividans TK24-(pl]486-vsi-

RIPsc) bajo las mismas condiciones. Se tomaron 3 muestras de 1 mL para el duplicado

83



de la fermentacion alas 0 h, 24 h, 48h, 72 h,96 hy 120 h. La curva de crecimiento se

realizé por peso seco (Figura 35).

8.0

TK24

TK24-plj486

TK24-vsi-RIP

Biomasamg/mL

thwe

TK24-RIPsc-PEP32

1
0 24 48 72 96 120

Tiempo (h)

Figura 33. Curva de crecimiento de S. lividans TK24-(pl]486-vsi-RIPsc- PEP32).

Se puede observar el mismo efecto de la sobre-expresion de RIPsc-PEP32 que en
PEP32-RIPsc en el cultivo, afectando el crecimiento, obteniéndose un maximo a las
96 h con respecto a los controles que es a las 48 h en ambos casos. Esto puede deberse
a que, el péptido activo seleccionado tiene un efecto extra sobre la cepa hospedera que
afecta su crecimiento. Por otro lado, comparando la cinética en ambas construcciones se
tiene que, el crecimiento de S. lividans TK24-(plJ486-vsi-RIPsc-PEP32) se mantiene

constante hasta por 48 h aproximadamente (fase de adaptacion) (Figura 29) contrario a S.
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lividans TK24-(plJ486-vsi-PEP32-RIPsc) cuyo crecimiento exponencial inicia a una edad
mas temprana (24 horas) (Figura 29). De igual manera, se puede apreciar una disminucion
de la biomasa al sobre-expresarse la proteina RIPsc-PEP32 con respecto a PEP32-RIPsc,
por lo que, la sobre-expresion de PEP32-RIPsc al no tener el mismo efecto prejudicial sobre
la cepa hospedera podria dar un indicio de cual es la construccion adecuada para nuestros

fines.

6.3 Ensayo de actividad sobre hongos

Con las transformantes obtenidas se realizé un ensayo de actividad con el fin de
comprobar que la proteina de interés se producia, si era secretado al medio y si era
activo contra algun fitopatégeno. Las transformantes fueron S. lividans TK24-(pl]486-
vsi-PEP32-RIPsc) y S. lividans TK24-(pl]486-vsi-RIPsc-PEP32) y como control para el
ensayo S. lividans TK24, S. lividans TK24-(pl]486) y S. lividans TK24-(pl]486-vsi-
RIPsc). El bioensayo consistié en montar una fermentacion de 20 dias (150 rpm,
30°C), centrifugar y filtrar (2.5 um poro de filtro) para retirar la biomasa y obtener
asi el extracto crudo. Posteriormente se mezcl6 un volumen del extracto con un
volumen de PDA/agar con el hongo embebido y se incubaron las cajas a 30°C por 48
h aproximadamente. Los hongos utilizados para los bioensayos fueron los siguientes.
Penicillium  chrysogenum, Saccharomyces cerevisiae,  Aspergillus  terreus,

Colletotrichum sp, y Paecilomyces sp. En la Figura 36 se observa que hubo inhibicion
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parcial en casi todas las cepas utilizadas cuando se esta en contacto con PEP32-RIPsc,

caso contrario con la proteina RIPsc-PEP32.

Control

PEP32-RIPsc

RIPsc-PEP32

Figura 34. Prueba de inhibicién sobre diferentes hongos. Cepas S. lividans TK24-(plJ486-vsi-PEP32-
RIPsc) v S. lividans TK24-(plJ486-vsi-RIPsc-PEP32). Cepas control: S. lividans TK24, S. lividans TK24-
(plJ486). Nota: no se anexa a la imagen los ensayos realizados con la cepa S. lividans TK24-(pl]486-vsi-
RIPsc). El resultado es similar como a los demas controles.

Con base en estos resultados, se realizaron geles de electroforesis con el fin de
identificar a la proteina presente en el extracto. Para evaluar la secreciéon de PEP32-
RIPsc se tomé como control las proteinas secretadas por S. lividans TK24 y S. lividans
TK24-(pl]486). Como se puede apreciar en el la Figura 37, hay una banda en el carril
de la transformante de un tamafio aproximado de 30 kDa, por lo que podria sugerirse

que se trata de la proteina PEP32-RIPsc. Sin embargo, hace falta mas pruebas
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concluyentes para aseverar de que se trata de la proteina de interés y que el efecto

obtenido sobre los hongos es debido a ella.

TK24 TK24-plJ486 Transformante

i == Be
282w

PE32P-RIPsc
- 30kDa

| ——— e —

Figura 35. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE 12% para la separaciéon de PEP32-RIPsc. En cada
carril se corrieron 10 pL de muestra. Marcador de peso molecular Prestained SDS-PAGE
Standards, broad range.
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6. Discusion

En este trabajo se disefid la fusiéon del dominio RIPsc activo en ribosomas fungicos y
bacterianos con un péptido capaz de penetrar la membrana celular, caracteristica que
complementa a RIPsc puesto que una vez dentro de la célula su efecto es letal. El
péptido acarreador seleccionado posee actividad antifliingica y ademas es seguro para
plantas, animales y humanos. Por lo que, la molécula derivada de esta fusién tendra
especificidad y efectividad en su internalizacién a las células blanco. En el disefio se
considero fusionar el péptido seleccionado, PEP32, que es un péptido antifingico de
penetracion celular (PAFs) con el gen RIPsc tanto en el extremo N-terminal y C-
terminal pues se desconoce de qué manera puede interactuar pudiendo existir
impedimento estérico, lo cual se pretendi6 probar con la fusion del péptido en ambos
extremos. Se utilizaron dos sistemas de expresién heter6loga en donde la fusion fue
clonada en un plasmido de expresion especifico tanto para E.coli como para S. lividans

respectivamente.

Como se puede apreciar en los resultados, no fue posible detectar la expresiéon tanto
de PEP32-RIPsc como RIPsc-PEP32 en el sistema de expresion para E. coli (Figura
20). Una posible explicacion, tras el resultado negativo es que la fusién de ambas
moléculas toxicas tal vez afecta los niveles proteicos sobre-expresados por lo que no

es posible detectar a la proteina bajo métodos estandar (Rosano & Ceccarelli, 2014).
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Se analizd la expresion de la proteina de fusion a nivel transcripcional para evaluar la
efectividad del sistema. Con RT-PCR de punto final se pudo observar bandas de ADN
que corresponden a la retrotranscripcion PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32 y con la
secuenciacion de los genes que arrojo un 100% de identidad se pudo concluir que no
existe problema a nivel de transcripcion. Con base en lo anterior, la no deteccién de
la proteina podria ser debida a algin problema durante la traduccién y a niveles bajos

de proteina de fusién (Miroux y Walker, 1996; Dumon-Seignovert et al, 2004),

Como estrategia alternativa, se llevd a cabo la transformacién de S. lividans TK24
mediante el disefio de un cassette de expresion para obtener las transformantes S.
lividans TK24-(plJ486-vsi-PEP32-RIPsc) y S. lividans TK24-(plJ486-vsi-RIPsc-
PEP32). En ambos casos se observé que la expresion de la proteina de fusiéon afecta
el crecimiento de la célula huésped ya que por si sola la RIPsc se comporta de manera
similar a la curva de crecimiento de S. lividans TK24 y S. lividans TK24-(pl]486)
(Figura 29 y 35). Esto puede deberse a que, la fusiéon con el péptido seleccionado
potencia su efecto sobre la cepa hospedera. Comparando la cinética de ambas
construcciones se puede apreciar una disminucién de la biomasa al sobre-expresarse
la proteina RIPsc-PEP32 con respecto a PEP32-RIPsc, por lo que esta diferencia sobre
la cepa hospedera puede ser indicativo de cual es la construcciéon adecuada para
nuestros fines. Con las transformantes obtenidas se realizé un ensayo de actividad
con el fin de comprobar que la proteina de interés se producia, si era secretado al
medio y si esta podia penetrar hogos y mantener su actividad. De esta manera se

obtuvo con éxito la sobre-expresién de la proteina de fusion PEP32-RIPsc en
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Streptomyces lividans, en la Figura 36 se puede observar un efecto inhibitorio contra
los hongos seleccionados (Penicillium chrysogenum, Saccharomyces -cerevisiae,
Aspergillus terreus, Colletotrichum sp, y Paecilomyces). Este efecto no se observa en la
proteina RIPsc-PEP32 cuyo péptido estd unido al extremo C-terminal, sugiriendo que
existe un impedimento estérico y en consecuencia no se presenta actividad bioldgica.
El tiempo de fermentacidon que se requirié para obtener un nivel detectable de la
proteina fue de 20 dias ya que en tiempos menores a este no se logré detectar. De
manera paralela, se logré identificar la proteina de interés de 30 kDa
aproximadamente, mediante un gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% (Figura 37) y la

secuenciacion del gen ripsc-pep32.

Por consiguiente, el éxito obtenido para la obtencién de la proteina PEP32-RIPsc
puede ser debido a la correcta elaboracién del cassette de expresion, que incluyé la
fusion de PEP32-RIPsc a un péptido sefial y a sus promotores para la correcta
secrecion de la proteina de fusidn, la eleccion del vector de expresion plJ486 por su
alto nimero de copias y por supuesto a la célula hospedera S. lividans Tk24, que ha
sido reportada como un buen modelo de expresion para algunas proteinas
heterdlogas. Otro aspecto importante del por qué la union del péptido PEP32 en el
extremo N-terminal de RIPsc resultd exitosa puede deberse a las caracteristicas
propias de las RIPs tipo 1. Utilizando como modelo la Cadena A de ricina (RTA), se
sabe que es un polipéptido de 267 aminoacidos que contiene una region hidréfoba
cerca de su extremo carboxilo terminal (residuos 245-256) implicado en la etapa de

translocacion de membrana para que esta toxina cataliticamente activa pueda llegar
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a su sustrato intracelular. Una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la Cadena
A de ricina con diferentes RIPs tipo [ (Tricosantina, Saporina, Diantina, PAP,
Bouganin, Gelonina y RIPsc de S. colelicolor) defini6 nueve aminoacidos invariantes
en comun: Tirz1, Argz9, Tirso, Tir123, Leu144, Glui77, Alai7s, Argiso, y el Triz211 (Katzin,
et al, 1991; Reyes, et al., 2012) . Donde los residuos del siti6 activo clave son Glui77,
Argiso, y el Triz211 (Virgilio, et al., 2012; Reyes, 2012). Asimismo, se ha sugerido que la
region C-terminal entre las RIPs como la saporina SO6, diantina30, PAP y RTA (cadena
A de ricina) contiene varios restos de lisina que parecen estar implicados en el
reconocimiento molecular del ribosoma. Una comparacién estructural de la saporina
SO6 con otras RIPs en el extremo C-terminal revel6 un motivo conservado que incluye
tres residuos de lisina en las posiciones 220,226 y 234, sugiriendo asi su participaciéon
en la unién a proteinas ribosomales (Savino, et al., 2000; Virgilio, et al., 2012). Por
tales razones, se puede inferir que el péptido PEP32 unido al extremo N-terminal de
RIPsc se mantiene alejado del sitio activo asi como de los residuos de lisina que
participan en la unién aribosoma y por lo tanto no interfiere con la actividad catalitica

de la RIPsc.

Ahora bien, el péptido PEP32 esta constituido por la siguiente secuencia de
aminoacidos RKWHFW, los residuos de tript6fano determinan las propiedades de
penetracion celular y los residuos catiénicos del extremo N-terminal ayudan a la
union del péptido a la pared celular de los hongos ya que son atraidos por las cargas
negativas de la envoltura celular formado por la pared celular y la membrana

plasmatica. No es sorprendente que la eliminacién o sustitucién de residuos
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cationicos en la secuencia del péptido deterioran en gran medida su actividad y la
extension del extremo N-terminal con aminoacidos catidnicos realza su potencia
antifingica (Mufioz, et al, 2013). Por tal motivo, al estar unido el péptido en el
extremo N-terminal de la RIPsc podria no verse afectado el extremo catiénico
responsable de la unién a la pared celular de los hongos ya que este se encontraria
libre, sin embargo, al localizarse el péptido en el extremo carboxilo terminal estos
residuos se encontrarian unidos a la RIPsc lo que podria dificultar el reconocimiento

a la célula blanco.

Todo esto en conjunto, nos brind6 un buen modelo de expresién y construccion para
la proteina de fusion con actividad antiftingica, ya que se logré producir y secretar de
forma exitosa PEP32-RIPsc, una proteina quimérica potencialmente toxica, especifica
y eficaz. También se puede decir que el empleo de péptidos bioactivos en el disefio de
nuevas moléculas derivadas de las RIPs parece prometedor ya que la estrategia
planteada parece ser mas accesible con respecto al empleo de RIPs y analogos de RIPs
tipo I con residuo de cisteina libre como se mencion6 con anterioridad. El siguiente
paso a seguir para la continuidad del trabajo, seria la comprobacion de que la proteina
PEP32-RIPsc recombinante es la causante del efecto inhibitorio mostrado sobre los
diferentes hongos, su purificacién y caracterizacién junto con la optimizaciéon de su
produccion, es decir, encontrar un medio de cultivo adecuado cuyas caracteristicas

permitan obtener mayores rendimientos y/o productividad.
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7. Conclusion

Mediante el disefio de un cassette de expresion para S. lividans TK24 el cual se clon6
exitosamente en el vector plJ486, se logré obtener la transformante que secreta la
proteina PEP32-RIPsc con efecto inhibitorio contra los cinco diferentes hongos
(Penicillium  chrysogenum, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus,
Colletotrichum sp, y Paecilomyces), tres de ellos fitopatégenos. La estrategia de
fusionar el gen de interés a la secuencia sefial de una proteina homdloga
abundantemente secretada por la via Sec parece ser una alternativa adecuada para la
produccion de proteinas heterélogas ya que el sistema de expresion para Escherichia

coli no mostré los resultados esperados.
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