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Introduccion. Las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas
(RIPs), son enzimas con actividad N-glicosidasa
causantes de la liberacion de una adenina (A) de la
estructura ribosomal, interrumpiendo la sintesis proteica y
causando la muerte cellular 1. Las RIPs se clasfican en dos
grandes grupos: las RIPs de tipo 1 son proteinas
monoméricas de aproximadamente 30 kDa con actividad
N-glicosidasa, y las RIPs de tipo 2 estan constituidas por
dos cadenas, la cadena A con actividad N-glicosidasa
ligada a la cadena B con propiedades de lectinal?. Las
RIPs de tipo 1 son ideales para el disefio de conjugados.
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. El
uso de péptidos puede ser la alternativa adecuada en la
funcionalidad de las RIPs®. Recientemente se comprob6
que el gen SCO7092 de S. coelicolor codifica una Proteina
Inactivadora de los Ribosomas (RIPsc) de tipo 1 con
actividad N-Glicosidasa sobre ribosomas de E. coli BL21
(DE3) pLysS, removiendo de manera especifica la
adenina Azeso*. El presente trabajo tiene como objetivo
obtener la expresién heterdloga de la fusion RIPsc con
PEP32 (unido al extremo N-terminal o/y C-terminal)
seleccionado contra hongos utilizando S. lividans TK24
como sistema de expresion.

Metodologia. Se disefid un cassette de expresion para
obtener la sobre-expresion de PEP32-RIPsc y RIPsc-
PEP32 utilizando el péptido sefial vsi de S. venezuelae
CBS762.70. Se clono el cassette en el vector plJ486 y se
transformé S. lividans por protoplastos. Una vez
seleccionadas las transformantes utilizando tioestrepton
como marcador y PCR de colonia, se llevé a cabo una
fermentacion de 20 dias en Medio Phage (50 pug/mL, 30°C,
150 rpm). Se obtuvé el extracto crudo para realizar
bioensayos de inhibicion contra hongos e identificar la
proteina de interés. Se secuencio el fragmento de AND.
Resultados. Se llevd a cabo la sobre-expresion de
PEP32-RIPsc y RIPsc-PEP32. En la Figura 1, se puede
observar que hay cierto grado de inhibicion de PEP32-
RIPsc contra los hongos probados. Este efecto no se
observa en la construccion RIPsc-PEP32.Se tom6 como
control la wt de S.lividans y con el vector plJ486. De
manera paralela se identificé la proteina de interés de 30
kDa aproximadamente, mediante un gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12% (Fig.2).
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Figura 1. Prueba de inhibicion sobre diferentes hongos.
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Figura 2. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE 12% para la
separacion de PEP32-RIPsc. En cada carril se corrieron 10 pL de
muestra. Marcador de peso molecular Prestained SDS-PAGE
Standards, broad range.

Conclusiones. Se obtuvo una transformante que secreta
la proteina PEP32-RIPsc con cierto grado de inhibicion
contra hongos. Es necesario corroborar que la inhibicion
sea producto de la proteina de interés y no de algun otro
tipo de compuesto que se haya sobre-expresado.
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