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Resumen

Las chaperonas moleculares son proteinas que interactlan con proteinas que no tienen un
plegamiento nativo y ayudan a recuperar su conformacion nativa. La mayoria de las
proteinas son metaestables y pueden adquirir distintas conformaciones o desnaturalizarse
parcialmente, por lo que las chaperonas son esenciales para mantener a las proteinas
funcionales dentro de las celulas. Ademas evitan la agregacion de las proteinas en
condiciones con o sin estrés (Hartl et al., 2011). A pesar de su gran diversidad, las
chaperonas exhiben algunas caracteristicas comunes como: su presencia en diferentes
compartimentos celulares asi como en el medio extracelular, su expresion en condiciones
sin estrés pero sobre todo durante el estrés, su abundancia y gran capacidad para
interaccionar con diversas proteinas sin que la interaccion dependa de dominios o
secuencias especificas (Hartl et al., 2011; Nava Ramirez & Hansberg, 2020a). Una de las
formas de clasificar las chaperonas es segun su requerimiento energético: las que dependen
del ATP y las independientes del ATP (Hiller & Burmann, 2018; Suss & Reichmann,
2015). En este ultimo grupo se han identificado algunas proteinas de la respuesta
antioxidante de las células que tienen actividad de chaperona ademas de su actividad
catalitica, como son las peroxirredoxinas, las tiorredoxinas y las disulfuro isomerasas
(Goemans et al., 2018; Jang et al., 2004; Kern et al., 2003; Wang et al., 2015).

En el presente trabajo se describe que las catalasas de subunidad grande también tienen
actividad de chaperona (Nava-Ramirez, 2017; Nava-Ramirez & Hansberg, 2020b). Esta
actividad de chaperona radica en el dominio carboxilo-terminal (C-terminal) que tiene una
estructura parecida a la chaperona DJ-1, razén por la cual se ha incluido en la superfamilia
DJ-1/ThiJ/Pfpl. Al igual que otras chaperonas, las catalasas de subunidad grande son
proteinas abundantes en la célula y se inducen en diferentes condiciones de estrés.

Se evalud la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las catalasas de subunidad
grande, principalmente de la CAT-3 del hongo Neurospora crassa, en condiciones in vitro
e in vivo, demostrando que protege a otras proteinas de la desnaturalizacion por calor, por 8
M de urea o por oxidaciéon con H,O,. Esta actividad se compard con la de Hsp31, que es

ortdlogo de DJ-1. ElI C-terminal de estas catalasas y la Hsp31 ayudan a recuperar la

6



conformacién nativa de una proteina después de su desnaturalizacion. Ademas, se evalug el
mecanismo de accion de la actividad de chaperona del dominio C-terminal, evidenciando
que depende de interacciones de tipo hidrofobicas y electrostaticas. También se determiné
que la funcion de chaperona de la CAT-3 y su domino C-terminal ayudan a aumentar la
supervivencia de Escherichia coli en condiciones de estrés oxidante o por calor. Por ultimo,
en mutantes de N. crassa, la deficiencia del dominio C-terminal de la CAT-3 afecta la

velocidad de crecimiento del hongo, asi como la germinacion y la conidiacion.



Introduccion

1. Las chaperonas moleculares

El citosol es una matriz fluida compuesta por cientos de sustancias disueltas en agua que
contiene alrededor de 400 mg/mL de macromoléculas en constante movimiento (Hartl et
al., 2011; Koldewey et al., 2017; Zimmerman & Trach, 1991). Con esta concentracion en el
citosol, la gran cantidad de interacciones que continuamente ocurren entre macromoléculas
favorecen la realizacion de las funciones celulares, pero también pueden producir
conformaciones alternativas a la estructura nativa de las proteinas, que son inactivas y se
pueden agregar (Ellis & Minton, 2006; Hall, 2020; Hartl et al., 2011).

Otras causas de la pérdida de la estructura nativa de las proteinas son las mutaciones, los
defectos en la biogénesis de las mismas (como los errores en la traduccion), el estrés
medioambiental (como es el estrés oxidante o el estrés por calor) y la agregacion que se
genera con el envejecimiento celular. Las proteinas que han perdido la conformacion nativa
suelen formar agregados, los cuales pueden causar perturbaciones en la actividad de las
celulas (Ellis & Minton, 2006; Hartl et al., 2011).

Las chaperonas moleculares se pueden definir como proteinas que se une a proteinas que
tienen un plegamiento no nativo y al interactuar con ellas las estabilizan, y en algunos casos
les permite recuperar su conformacion nativa. Son esenciales para las células debido a que
mantienen las proteinas en su conformacion funcional y ademas evitan que las proteinas
mal plegadas se agreguen, particularmente en condiciones de estrés. También participan en
diversos procesos celulares, como en el plegamiento de novo de las proteinas durante la
traduccion, en el transporte de proteinas, y durante la degradacion de proteinas, siendo una
pieza clave en la homeostasis celular. Ademas, reducen el efecto de las mutaciones que

causan agregacion de proteinas (Hartl et al., 2011; Hartl & Hayer-Hartl, 2009).

En la actualidad se conocen mdultiples proteinas con funcion de chaperona, las cuales
exhiben una gran diversidad de estructuras y comparten algunas caracteristicas comunes:
estan presentes en diferentes compartimentos celulares asi como en el medio extracelular,

son abundantes, tienen una gran capacidad para interaccionar con diversas proteinas sin que



la interaccion dependa de dominios o secuencias especificas y se expresan durante el estrés
0 segun el proceso celular en el que participan (Hartl et al., 2011; Nava-Ramirez &
Hansberg, 2020a). La mayoria de las chaperonas moleculares participan en procesos

celulares especificos (Saibil, 2013).

Hay diferentes maneras de clasificar las chaperonas moleculares, aunque el requerimiento
energético las cataloga mejor, pues permite una mejor comprension de sus mecanismos de
accion. Segun esto, las chaperonas se dividen en dos grandes grupos: las que dependen del
ATP y las independientes del ATP (Hiller & Burmann, 2018; Suss & Reichmann, 2015).

1.1. Las chaperonas dependientes del ATP

Las chaperonas dependientes del ATP suelen ser de alto peso molecular y formar
complejos para realizar la actividad de chaperona, ademas de emplear ciclos de hidrolisis
de ATP junto con amplios cambios conformacionales para reconocer, plegar y liberar las
proteinas sustrato (Hiller & Burmann, 2018; Nava-Ramirez & Hansberg, 2020a). Los
ejemplos mas estudiados son Hsp60 (GroEL/ES), Hsp70/Hsp110 (DnaK), Hsp104 (ClpB),
y Hsp90 (HtpG) (Hartl et al., 2011; Hiller & Burmann, 2018).

1.2. Las chaperonas independientes del ATP

Las chaperonas independientes del ATP son un grupo diverso y ubicuo de proteinas,
generalmente de bajo masa molecular (12 - 43 kDa) (Jaspard & Hunault, 2016). Estas
chaperonas protegen a otras proteinas de la desnaturalizacion evitando la agregacion, y en
algunos casos, ayudan a recuperar la estructura nativa de las proteinas desnaturalizadas sin
recurrir a un gasto energético. Se ha reportado para muchas de estas chaperonas que tienen
otra funcién ademas de su actividad de chaperona, generalmente una actividad enzimatica,
como ejemplo, de proteasa o de isomerasas (Hall, 2020; Nava-Ramirez & Hansberg, 2020a;
Suss & Reichmann, 2015).

Las chaperonas de bajo peso molecular se han empleado como un buen modelo de estudio
para entender su mecanismo de accion y la forma en la que interaccionan con las proteinas
desdobladas. Una de las proteinas mas estudiadas es la chaperona bacteriana Spy. Su

mecanismo de accidn se basa principalmente en la union de superficies hidréfobas flexibles
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con las superficies hidrofobas expuestas de la proteina desdoblada, junto con interacciones
de alta afinidad, como interacciones electrostaticas (Hiller & Burmann, 2018; Koldewey et
al., 2016). El mecanismo de accion de las chaperonas independientes del ATP es similar al
de Spy, aunque puede variar un poco en que tipo de interaccion participa mas (Webster et
al., 2019).

2. Enzimas antioxidantes con actividad de chaperona

En la actualidad se sabe que algunas proteinas que participan en la respuesta antioxidante
de las células tienen actividad de chaperona, ademas de su actividad catalitica. Protegen a la
célula de la desnaturalizacion y de la agregacion de proteinas mal conformadas y lo hacen
de manera independiente del ATP. Las enzimas antioxidantes que tienen actividad de
chaperona conocidas hasta ahora son: las peroxirredoxinas, las tiorredoxinas y las disulfuro
isomerasas (Goemans et al., 2018; Jang et al., 2004; Kern et al., 2003; Wang et al., 2015).

Las peroxirredoxinas de dos cisteinas previenen la desnaturalizacion de otras proteinas
durante condiciones de estrés oxidante o por calor, evitando la agregacion (Jang et al.,
2004; Lee et al., 2009; Teixeira et al., 2015). La actividad de chaperona de estas
peroxirredoxinas depende del estado de oxidacion. Cuando se encuentra reducida la cisteina
del sitio activo, su actividad de chaperona es muy baja y se encuentra principalmente como
monomero; esto también se observa en la conformacion dimérica cuando las cisteinas de su
sitio activo forman puentes disulfuro. Cuando esta como monoméro o dimero llevan a cabo
la actividad de peroxidasa. En cambio, cuando la cisteina del sitio activo se hiperoxida a
acido sulfinico (-SO;H) o sulfénico (-SO3H), los dimeros hiperoxidados forman decameros
0 dodecameros. En estas conformaciones pierden la actividad de peroxidasa y la actividad
de chaperona se incrementa considerablemente. Estas peroxirredoxinas pueden regresar a la
forma monomeérica o dimérica cuando la cisteina hiperoxidada del sitio activo se reduce, el
grupo de acido sulfinico se puede reducir mediante la sulfirredoxina reductasa de &cido
sulfinico; en cambio, en cambio, la formacion del &cido sulfonico es irreversible (Barranco-
Medina et al., 2009; Zeida et al., 2020).

Las tiorredoxinas con actividad de chaperona evitan la desnaturalizacion y agregacion de

otras proteinas, ademas de que ayudan a recuperar la estructura nativa de las proteinas
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parcialmente desdobladas en condiciones de estreés oxidante o por calor. Las tiorredoxinas
tienen un motivo denominado Trx, mediante el cual interaccionan con las proteinas
desnaturalizadas (Du et al., 2015; Kern et al., 2003; Lee et al., 2009). Su actividad de
chaperona depende del estado de oligomerizacion: al aumentar la temperatura en la célula
se forman oligbmeros, como hexameros o multimeros mayores, con lo cual aumenta
considerablemente la actividad de chaperona, pero pierden su actividad enzimatica; esta
conformacion es reversible cuando disminuye la temperatura. En cambio, en la forma
monomeérica tienen principalmente actividad de reductasa de disulfuro y la actividad de

chaperona esta disminuida (Lee et al., 2009).

Las disulfuro isomerasas tienen actividad de chaperona ya que evitan la desnaturalizacion
de otras proteinas, ademas de ayudar al correcto plegamiento con la formacion de puentes
disulfuro, lo cual ocurre en el reticulo endoplasmico en eucariontes y en el periplasma en
bacterias (Shao et al., 2000; Tsai et al., 2001; Wang, 2002; Wilson et al., 1998). La
actividad de chaperona de estas enzimas es a través de su interaccion con las proteinas
desdobladas que tienen un dominio b'. Esta interaccion esta regulada por el estado redox de
las disulfuro isomerasas, ya que la asociacién con las proteinas sustrato requiere la
disociacion del disulfuro de su sitio activo (Lumb & Bulleid, 2002; Tsai et al., 2001).

Recientemente hemos descrito que las catalasas de subunidad grande (LSC) también tienen
actividad de chaperona, evitando la desnaturalizacion de otras proteinas y ayudando a
recuperar la conformacién nativa de las proteina sustrato (Nava-Ramirez, 2017; Nava-
Ramirez & Hansberg, 2020b). La actividad de chaperona se debe al dominio carboxilo-
terminal, el cual tiene una estructura parecida a la de la chaperona DJ-1, por lo que este

dominio ha sido incluido en la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl.
3. Las chaperonas de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl

La superfamilia de proteinas DJ-1/ThiJ/Pfpl es muy diversa y esta presente en los tres
dominios de la vida (Bandyopadhyay & Cookson, 2004). Las proteinas de esta superfamilia
se caracterizan por tener un dominio DJ-1 o ThiJ, con plegamiento tipo Rossmann,
caracterizado por un arreglo de hebras beta paralelas unidas por hélices alfa, elementos
dispuestos generalmente en dos unidades beta-alfa-beta (Wei et al., 2007). Estas proteinas
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cuentan con una triada catalitica Cys-His-Glu/Asp en medio del dominio DJ-1; sin
embargo, no todos los miembros de la superfamilia tienen la triada catalitica completa
(Horvath & Grishin, 2001; Lucas & Marin, 2007).

En esta superfamilia existen proteinas con actividad de chaperona, siendo las maés
estudiadas la DJ-1 humana y la Hsp31 de E. coli. Una caracteristica comun de las
chaperonas de esta superfamilia es que tienen una estructura cuaternaria de dimero. Los
dimeros se pueden clasificar segln la forma en la que se unen los monémeros en el dimero,
que puede estar relacionado con la manera en la que interaccionan con las proteinas mal
plegadas (Jung et al., 2012; Wei et al., 2007).

La DJ-1 de humano evita la agregacion de proteinas in vitro e in vivo. Ha sido muy
estudiada por estar relacionada con enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y
el Alzheimer, padecimientos en los que ciertas mutaciones en DJ-1 que tienen disminuida
la funcién de chaperona favorecen la agregacién de algunas proteinas en el cerebro, como
la a-sinucleina (Alvarez-Castelao et al., 2012; Dolgacheva et al., 2019). Aunque no se
conoce con exactitud el mecanismo de accion de la actividad de chaperona, esta relacionada
con el estado redox, ya que la oxidacion de la cisteina conservada en el sitio activo
aumenta significativamente esta actividad y le confiere la capacidad de desagregasa,
favoreciendo la eliminacion de las fibrillas de a-sinucleina (Shendelman et al., 2004; Zhou
et al., 2006). Ademas, la regién hidrofébica de la DJ-1 humana (Val-146, Phe-162, Leu-
166, Ala-167, Ala-178 y Leu-187) es posiblemente el sitio de interaccidn con las proteinas
desdobladas (Lee et al., 2003).

La Hsp31 de E. coli es una proteina homodimérica que evita la agregacion de proteinas in
vitro e in vivo, ademas de ayudar a recuperar el plegamiento funcional de las proteinas
después de la desnaturalizacion con calor o agentes quimicos (Kim et al., 2018; Malki et
al., 2003; Sastry et al., 2002). La actividad de chaperona depende principalmente de las
interacciones transitorias de tipo hidrofobico y electrostatico de algunos aminoacidos con
carga (Quigley et al., 2004; Sastry et al., 2004). Aunque la zona de unién con las proteinas
desnaturalizadas aun no se ha identificado, se ha descrito una region hidrofobica en la
superficie, en el sitio denominado “cuenco” (Ala-14, Pro-21, Leu-26, Met-101, Tyr-106,

Met-109 y Phe-120 de cada mondmero), localizado en la interfaz de las dos subunidades
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del dimero, la cual posiblemente interacciona con las proteinas desnaturalizadas (Lee et al.,
2003). Cuando se mutan los aminoacidos hidrofébicos de la zona del cuenco del dominio A
y del asa de enlace hay una reduccion de la actividad de chaperona, lo que sugiere que la
superficie hidrofébica dentro del cuenco es donde ocurre la interaccion con las proteinas
desnaturalizadas. El asa de enlace normalmente cubre esta zona entre las dos subunidades
del dimero. Al aumentar la temperatura (> 45 °C) se produce un cambio conformacional
que flexibiliza el asa y permite la exposicion de la region hidrofébica en el cuenco
favoreciendo asi la unién con la proteina sustrato, la cual al recuperar su estructura nativa
se libera de la chaperona al reducirse las interacciones hidrofobicas entre ambas. Al
descender la temperatura el asa pierde la flexibilidad y regresa a una conformacion cerrada
(Quigley et al., 2004; Sastry et al., 2004) (Figura 1).

Asa de
enlace

Cuenco

Figura 1. Mecanismo de accién de la chaperona Hsp31 de E. coli. A) Estructura

cristalografica del dimero de la Hsp31 de E. coli representada en lasos. En rosa se
marca el asa de enlace entre las dos subunidades del dimero, en azul claro y oscuro
los aminoéacidos hidrofobicos de la region del cuenco que participan en la
interaccion con las proteinas sustrato. B) Esquema representativo del mecanismo
de accién de la actividad de chaperona de Hsp31 de E. coli: a temperatura ambiente
(paneles superiores) el asa de enlace (en rosa) se encuentra en conformacion
cerrada, obstruyendo la zona de interaccion del cuenco (azul), al aumentar la

temperatura (paneles inferiores) el asa de enlace se flexibiliza adoptando una
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conformacion abierta y exponiendo la zona del cuenco, lo cual favorece la

interaccion con la proteina sustrato. Imagen modificada de Sastry et al., 2004.
4. Las catalasas de subunidad grande

Las hemo-catalasas monofuncionales son enzimas que degradan el H,O; y lo convierten en
dioxigeno y agua. Se clasifican en dos grandes grupos: las de subunidad pequefia (SSC)
(con una masa aproximada del monoméro de 60 kDa) y las de subunidad grande (LSC)
(con una masa del monoméro entre 79 a 84 kDa) que tienen un dominio C-terminal
adicional de 100 a 190 aminoacidos (Diaz et al., 2005). Las SSC son ubicuas y se
encuentran representadas en casi todos los organismos, mientras que las LSC se encuentran
en bacterias, hongos y en algunas arqueas (Wilhelm Hansberg et al., 2012; Zdmocky et al.,
2012) (Figura 2).

Figura 2. Comparacion entre la estructura del monémero y del tetrdmero de
una SSC y una LSC. A) Monomero de la SSC del eritrocito humano. B)

14



Tetrdmero de la SSC del eritrocito humano. C) Mondmero de la CAT-3 de N.

crassa. D) Tetrdmero de la CAT-3 de N. crassa.

Las LSC son proteinas muy resistentes que se activan con el H,O, hasta concentraciones
molares (Diaz et al., 2001). Son resistentes a la desnaturalizacién con calor, agentes
quimicos (como la urea y la guanidina) y al corte con proteasas (Chelikani et al., 2003;
Diaz et al., 2001). Tienen una temperatura Ooptima de actividad entre los 50 y los 60 °C
(Diaz et al., 2001, 2005).

Las LSC son proteinas abundantes en la célula y se expresan en diferentes condiciones de
estrés. Durante el estrés oxidante y el estrés por calor aumenta considerablemente la
actividad de catalasa en N. crassa, Pleurotus ostretus y Aspergillus nidulans (Michan et al.,
2002; Noventa-Jorddo et al., 1999; Wang et al., 2017). Ademas, se ha visto que son
necesarias para que las germinulas de A. nidulans se recuperen de un choque de calor
(Noventa-Jordao et al., 1999). En los hongos fitopatdgenos, las LSC son importantes para
contender con el H,O, generado por la planta durante el proceso de infeccion. En el hongo
Magnaporthe grisea, la deficiencia de la LSC disminuye la capacidad de infeccion del
hongo y reduce la supervivencia durante el estrés oxidante, ademas de mostrar un
crecimiento acelerado con poca biomasa, una disminucion en la produccion de conidios y

de producir conidios y apresorios fragiles (Skamnioti et al., 2007).
4.1. Las catalasas de subunidad grande del hongo Neurospora crassa

N. crassa cuenta con dos catalasas de subunidad grande, CAT-1 y CAT-3, las cuales son
proteinas homotetraméricas codificadas por los genes cat-1 y cat-3, respectivamente
(Michan et al., 2002). La CAT-1 se encuentra principalmente en el citosol, pero también se
ha visto asociada con la pared celular del hongo, aunque no cuenta con un péptido de
secrecion, y asimismo se ha visto presente en la mitocondria y en el nacleo (Montes de
Oca, 1999). Esta proteina se asocia con las células que no crecen, como por ejemplo, las
hifas de la fase de crecimiento estacionario y principalmente los conidios, en los que la
CAT-1 representa el 0.6% de la proteina total (Michan et al., 2002). La mutante nula del

gen cat-1, Acat-1, tiene afectada la germinacion de los conidios (Michan et al., 2003).
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La CAT-3 se asocia principalmente con la pared celular y es secretada parcialmente al
medio extracelular, ya que tiene un péptido sefial de secrecion en el extremo N-terminal y
estd glicosilada con N-acetil-glucosamina, aunque también se ha visto localizada en el
citosol (Diaz et al., 2001, 2009; Montes de Oca, 1999; Patel & Free, 2019; Schliebs et al.,
2006). Esta enzima se induce al inicio del proceso de conidiacion, durante la fase de
crecimiento  pre-estacionario 'y aumenta durante el crecimiento exponencial,
particularmente en condiciones de estrés, como el estrés oxidante y por calor, y con la
privacion de nutrientes, como de la fuente de nitrogeno (Michan et al., 2002). La mutante
nula del gen cat-3, Acat-3, muestra una disminucion en la actividad total de catalasa en el
hongo, lo que genera un incremento en la tension oxidante intracelular, que a su vez da
lugar a un aumento en la formacion del micelio aéreo y de los conidios en comparacién con
la cepa silvestre (WT) (Michan et al., 2003) (descripcion del ciclo de vida y sistema

modelo en Apéndice 1.1).
5. El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande

Las LSC tienen una region altamente conservada a nivel estructural y de secuencia,
correspondiente al dominio catalitico, y dos regiones variables poco conservadas a nivel de
secuencia, el extremo N-terminal y el dominio C-terminal. Sin embargo, este ultimo
mantiene una estructura muy conservada (Hansberg et al., 2012). EI dominio C-terminal
tiene una estructura similar a la de la flavodoxina, con un plegamiento tipo Rossmann
(Sevinc et al., 1998).

La pérdida del dominio C-terminal conlleva a la pérdida de la estabilidad de las LSC.
Cuando se elimina el dominio C-terminal de la HPIlI de E. coli, la enzima genera
plegamientos inadecuados, volviéndola inestable, que abaten la actividad de catalasa, y que
favorecen su agregacion (Sevinc et al., 1998). También, en una cepa de Staphylococcus
aureus (aislada de una muestra clinica), la cual tiene una catalasa KatA sin el dominio C-
terminal, se observo que presenta una reduccion de la actividad de catalasa in vivo, esto es
debido a que la KatA trunca es menos estable que la catalasa WT, favoreciendose la
agregacion de la enzima trunca en condiciones no estresantes y ocasionando una reduccién

del 60% de la supervivencia de la bacteria ante un estrés oxidante (Teo et al., 2015).
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La pérdida del dominio C-terminal también afecta la estabilidad de las LSC en condiciones
in vitro. Por ejemplo, en la HPII la pérdida de este dominio por el corte con una proteasa
disminuye la temperatura de disociacién del dimero a 80 °C, cuando en la proteina
completa la disociacion empieza a partir de los 95 °C. Ademas, la variante trunca pierde la
actividad al incubarse a 59 °C, mientras que la proteina completa lo hace a 85 °C
(Chelikani et al., 2003).
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Antecedentes

El laboratorio del Dr. Hansberg reportd que las LSC de N. crassa presentan una gran
estabilidad ante agentes desnaturalizantes como altas concentraciones de urea o de
guanidina (Diaz, et al., 2009). Al eliminar el dominio C-terminal de la CAT-1 mediante el
corte de una proteasa no se pierde la actividad de catalasa (denominada C63), pero si la
estabilidad de la CAT-1. Al incubar a 93 °C, se observo que la CAT-1 completa pierde su
actividad de manera paulatina con una disminucion del 50% despues de 72 minutos de
incubacion, mientras que con la C63 esto ocurre a los 18 minutos (Rangel y Hansberg,

datos no publicados) (Figura 3).
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Figura 3. Estabilidad de la CAT-1y la C63 a 93 °C. Actividad remanente de la
CAT-1 o de la C63 cuando se incuban a 93 °C por diferentes tiempos (Rangel y
Hansberg, datos no publicados).

Durante mis estudios de maestria se determind que el dominio C-terminal de las catalasas
de subunidad grande de N. crassa tienen una estructura muy similar a la DJ-1 humana y la
Hsp31 de E. coli. A nivel de alineamiento de las secuencias su semejanza es baja (ver
Apéndice 1) mientras que en un alineamiento estructural se observa que en ambos casos hay
una gran similitud estructural lo cual se muestra por los valores de RMSD del alineamiento

(Figura 4) (valores del alineamiento en el Apéndice 1.2).
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“cap domain
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Figura 4. Alineamiento de la estructura cristalogréafica del dominio C-terminal de
la CAT-1, la CAT-3 y dos miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl. A) Entre
el dominio C-terminal de la CAT-1, la CAT-3 y la Hsp3l de E. coli. B) Entre el
dominio C-terminal de la CAT-1, la CAT-3y la DJ-1 de humano.

Se observo que la CAT-1, la CAT-3 y el dominio C-terminal de la CAT-3 (C50) (obtenido
mediante la digestion de la CAT-3 con trombina) presentan actividad de chaperona in vitro,
ya que evitan la desnaturalizacion de otras proteinas con una temperatura alta o en
presencia de 8 M de urea. Esta actividad depende de la concentracion de estas proteinas
(Figura 5).
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Figura 5. Dependencia de la concentracion de las LSC para proteger la ADH
de la desnaturalizacion a 45 °C. A) Dispersion de la luz (u. a.) generada por la
desnaturalizacion de la ADH 6 puM al ser incuba a 45 °C en presencia de BSA 6
MM como control (circulos rellenos) o de la CAT-3 a diferentes concentraciones: 1
MM (circulos vacios), 2 UM (triangulos rellenos) y 3 uM (tridngulos vacios). B)
Promedio del valor final de dispersién de la luz de tres experimentos
independientes. C) Dispersién de la luz (u. a.) generada por la desnaturalizacion de
la ADH 6 uM en presencia de BSA 6 uM como control (circulos rellenos) o de la
CAT-1 a diferentes concentraciones: 1 uM (circulos vacios), 2 uM (triangulos
rellenos) y 3 uM (triangulos vacios). D) Promedio del valor final de dispersién de

la luz de tres experimentos independientes.

Para completar la caracterizacion de la actividad de chaperona se incluyeron nuevos
controles a los ensayos in vitro. En el presente trabajo se determind el mecanismo de

accion de la actividad de chaperona del dominio C-terminal y su funcion in vivo.



Hipdtesis

1)

2)

El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande presenta actividad de
chaperona in vivo, protegiendo a otras proteinas de la desnaturalizacion en

condiciones de estrés.

Con base en los resultados de Spy y Hsp31, consideramos que el mecanismo de la
funcién de chaperona del dominio C-terminal depende de las zonas hidrofébicas en
la superficie del dimero, asi como de interacciones electrostticas con aminoacidos
cargados que estan localizados cerca o en la de la zona de union con las proteinas

parcialmente desnaturalizadas o mal plegadas.
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Objetivo general

Determinar el mecanismo de accion de chaperona del dominio C-terminal de las catalasas

de subunidad grande de N. crassa asi como su funcién in vivo.

Objetivos particulares

1) Terminar de caracterizar la actividad de chaperona in vitro del dominio C-terminal de

2)

3)

las catalasas de subunidad grande

a)

b)

c)

Comparar la actividad de chaperona de las LSC con la chaperona Hsp31 y las SSC
en diferentes condiciones desnaturalizantes

Determinar si las LSC pueden ayudar a recuperar la estructura nativa de las
proteinas parcialmente desnaturalizadas

Probar si el dominio C-terminal de las LSC protege a las propias catalasas (LSC y
SSC)

Elucidar el mecanismo de accion de la actividad de chaperona del dominio C-terminal

de las catalasas de subunidad grande

a)

b)

c)

Determinar si el mecanismo de accién depende de la presencia de zonas
hidrofobicas en la superficie de la proteina

Probar si se requieren las interacciones electrostaticas para la actividad de
chaperona

Determinar la zona de interaccion con las proteinas desdobladas

Investigar la funcion in vivo de la actividad de chaperona de las LSC

a)

Probar si la expresion de una LSC o de su dominio C-terminal favorecen la

supervivencia de E. coli en condiciones de estrés

b) Determinar la importancia de la actividad de catalasa y de chaperona de la CAT-3

en N. crassa durante el crecimiento, la diferenciacion y en diferentes tipos de estrés
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Metodologia

1. Cepas de Escherichia coli

Los plasmidos de este estudio se introdujeron en la cepa XL-10 gold para su preservacion
en congelacién. Esta cepa cuenta con el siguiente genotipo: TetrA(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB laclgZAM15
Tn10 (Tetr) Amy Camr]. Esta cepa se empled para la preservacion de los plasmidos debido
a que es altamente recomendada para la transformacion y conservacion de moléculas
grandes de DNA vy plasmidos con alta eficiencia, esto es debido al fenotipo Hte que
incrementa su eficiencia de transformacion. Ademas, esta cepa es deficiente en el sistema
de restriccion [A(mcrA)183A4(mcrCB-hsdSMR-mrr)173] y de la endonucleasa A (endAl) lo
que mejora la calidad del DNA extraido posteriormente; ademéas es deficiente en la
recombinasa A (recA), lo que favorece la estabilidad del DNA insertado en esta cepa.

Para la expresion de las diferentes construcciones se emplearon dos cepas de E. coli: la
cepa UM2 y la cepa BL21 codon plus. La cepa UM2 tiene un genotipo F-, araCl4,
leuB6(Am), secA206(aziR), fhuA23, lacYl, proC83, tsx-67, purE42, gInV44(AS),
galk2(Oc), LAM-, trpE38, xthAl5, his-208, rfbC1l, mgl-51, argG77, rpsL109(strR),
glpR201,xylA5, mtl-1, ilvA681, thi-1, metA160, katG15, katE2. Se empleo esta cepa para la
expresion de las proteinas ya que carece de los genes para las dos catalasas de E. coli,
importandonos principalmente la catalasa KatE, ortélogo de la CAT-1 de N. crassa. Esta
cepa se adquirié por donacion de Dr. Loewen (Loewen et al., 1985; Loewen & Triggs,
1984).

La cepa BL21 codon plus (DE3) RIPL (Agilent #230280) tiene un genotipo F, ompT,
hsdS(rB- mB") dem™ Tet' gal A(DE3) endA Hte [argU proL Cam'] [argU ileY leuW
Strep/Specr. Se empled esta cepa ya que es ideal para la expresion de proteinas debido a
que utiliza el promotor de la RNA polimerasa T7, permitiendo altos niveles de expresion,
ademas de contar con una copia extra de los genes argu (AGA, AGG), ileY (AUA), proL
(CCC), leuW (CUA), los cuales codifican para los tRNAs que reconocen codones poco
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empleados por E. coli y que frecuentemente restringen los niveles de expresion heterdloga

de proteinas provenientes de otros organismos.
2. Plasmidos para la expresion de proteinas en E. coli

El gen de la CAT-3 de N. crassa se subclon6 del plasmido pSM3, en el cual se cloné a
partir de su cDNA (Michan et al., 2003), al plasmido pCold I (Zarate-Romero et al., 2013),
el cual contiene una etiqueta de seis histidinas en el amino-terminal para la purificacion de
la proteina por cromatografia de afinidad a niquel. Tanto el dominio catalitico de la CAT-3
o CAT-3*™° (del 1 al 518 aa) y su dominio C-terminal o TDC3 (del 568 al 719 aa) se
amplificaron de este Gltimo plasmido y se clonaron en el plasmido pCold | en los sitios de

restriccion Kpnl y Xbal del sitio de clonado multiple (MCS por sus siglas en inglés).

El gen de la chaperona Hsp31l se obtuvo a partir de DNA gendmico de E. coli y se
amplificd con oligonucleotidos especificos para clonar en el plasmido pCold I en los sitios
de restriccion Kpnl y Sall del MCS. Todos los plasmidos se comprobaron por patron de
restriccion, PCR de punto final y por secuenciacion para descartar la presencia de
mutaciones (la sintesis de oligonucledtidos y la secuenciacion se realizaron en la unidad de
biologia molecular del IFC, UNAM).

Tabla 1. Oligonucledtidos especificos empleados para la generacion de los plasmidos de

expresion en E. coli

Nombre del | Secuencia 5’a 3’ Largo | Tm
cebador (°C)
pCold-Cs3-F | ACGG GGT ACC CGT GTC AACGCT GCT CTT 28 50.3
pCold-Cs3- | CTAG TCT AGA_TTA GAG GCC GAG CGC AACGGCC 22 62.3
R good

pCold-CT F | ACGG GGT ACC CCA GCG GTG TCG ACC AGA CC 30 71.2
pCold-CTR | CTAGTCT AGATTACTCCTC ATC ATC GCC ATC 37 61.7
pHsp31 F ACGG GGT ACC ATG ACT GTT CAAA ACA AGT 27 60.1
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pHsp31 R ACGC G GTC GACTTA ACCCGC GTAAGCTGC 29 67.2

pC3s/fasaR | CTAG TCT AGATTA GAG GCCCTCCTCGACGCCCTTG |35 69.1

3. Conservacion, transformacion de las bacterias y extraccion de DNA plasmidico.

Los diferentes plasmidos se introdujeron en la cepa XL-10 gold de E. coli para su
preservacion por congelacién a -80 °C, empleando glicerol al 50% (v:v) como agente
crioprotector. Los protocolos para la generacion de células competentes de E. coli, la
transformacion por golpe de calor (heat shock) y las condiciones de crecimiento y

preservacion de las bacterias se describieron previamente en Nava-Ramirez, 2017.

El DNA plasmidico se extrajo de las bacterias a partir del estuche de extraccién Plasmid
Miniprep Kit | (Biomiga PD1211-02), siguiendo las especificaciones del estuche y
partiendo de un cultivo de 6 mL de medio en matraces de 25 mL, inoculado a partir de una

colonia aislada y crecido a 37 °C, 200 rpm por toda la noche.
4. Expresion y purificacion de las diferentes proteinas

Para la expresion de las proteinas los plasmidos se transformaron en la cepa UM2 o la cepa
BL21 de E. coli. Las bacterias se crecieron en un cultivo a partir de una colonia de la cepa
en medio LB Lennox (Sigma Aldrich L3022) suplementado con ampicilina 100 pg/mL
(Sigma Aldrich A0166), a 37 °C con agitacion a 200 rmp toda la noche. Este cultivo se uso
como pre-cultivo y se inoculé medio nuevo en una relacién 1:10 de pre-indculo/medio, se
incub6 a 37 °C con agitacién a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (ODgo) de 0.4.
Al llegar a la ODgy Optima al cultivo se le afiadié IPTG (NZYTech MB026) a una
concentracion final de 1 mM vy se incubd a 16 °C con agitacion a 200 rpm por 48 h; para la
expresion de las catalasas se afiadié al cultivo hemina pH 9.6 (Frontier Scientific H651-9) a

una concentracion final de 30 uM.

La proteina se extrajo y se purificd segun el manual de QIAGEN de expresién de proteinas
con etiqueta 6xHis (5° edicion) empleando resina Ni-agarosa (QIAGEN 30250). La
purificacion de la proteina se comprobd por electroforesis en gel de poliacrilamida (8% o
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15% de acrilamida, dependiendo la proteina y se tiid con azul de Coomassie. Las
condiciones de la electroforesis y la tincion se describen previamente en Nava-Ramirez,
2017. La CAT-1 se purifico a partir de los conidios de N. crassa segun el método descrito
en Diaz et al., 2001 y Nava-Ramirez, 2017.

Después de la purificacién de las proteinas, las fracciones con mayor cantidad de proteina
se concentraron usando un filtro Amicon de 30,000 o 10,000 Da (Milipore 2740204,
Z740200), dependiendo del caso, Yy se les sustituyd el amortiguador a fosfatos 50 mM pH
7.8. El amortiguador de fosfatos empleado tiene la siguiente composiciéon: Na,HPO, 7.098
g/L, KH,PO, 0.986 g/L.

5. Enzimas comerciales

Se emplearon las catalasas comerciales de Aspergillus niger, la SSC CAT-A (Sigma
Aldrich C3515) y la LSC CAT-R (Sigma 9001-05-2, producto descontinuado), asi como la
SSC de higado de bovino, CAT-Bov (Sigma Aldrich C9322).

Para los diferentes ensayos de chaperona se usO la alcohol deshidrogenasa de
Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich 9031-72-5), la citrato sintasa de corazén de
porcino (Sigma Aldrich C-3269) y la -galactosidasa de E. coli (Sigma Aldrich G3153).

6. Ensayos de chaperona

6.1. Desnaturalizacion por calor

Se us6 la ADH o CS a una concentracion de 6 pM como tetrdmero o dimero
respectivamente, en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 (Buchner et al., 1998). Se
midié la dispersion de luz en un espectrofotometro Beckman DU650 a 360 nm, a 45 °C,
durante 150 min tomando lectura cada 20 s. Al control se le afiadié albimina (BSA) 6 uM.
La CAT-1, la CAT-3 y la CAT-R se usaron a concentraciones de 1.5 0 3 uM calculando su
concentracion como tetrameros; el TDC3 y Hsp31 se emplearon a 6 uM como dimero, las
SSC (CAT-A y CAT-Bov), C63 y CAT-3"° se emplearon a 6 pM como tetramero. Las
muestras se mezclaron a temperatura ambiente en celdas de cuarzo de un mL y se llevaron

a un volumen final de 900 pL.
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La desnaturalizacion de la CAT-3%™P

y la CAT-Bov se realizé incubando 6 uM de estas
proteinas a 55 °C durante 150 minutos, en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0, en
presencia o ausencia de las otras proteinas. Se midi6 la dispersion de la luz de la misma

manera que para el ensayo con ADH.
6.2. Desnaturalizacion con 8 M de urea

El ensayo de chaperona usando como agente desnaturalizante 8 M de urea se realizé
midiendo la dispersion de la luz a 360 nm en un espectrofotometro Beckman DU650 a 360
nm (Horwitz, 1992). Se emplearon como sustrato las enzimas ADH o la B-gal. Las
diferentes proteinas (chaperonas) se mezclaron con la proteina sustrato, ADH o B-gal, a
temperatura ambiente antes de la incubacion con urea 8 M, en Tris 100 mM, pH 8.0,
durante 30 min. Después de la incubacion, la muestra se diluyé 30 veces con Tris 100 mM,
pH 8.0, para lograr una concentracion final de 0.5 uM de ADH o B-gal e inmediatamente se
leyéd la dispersidn de la luz a temperatura ambiente durante 180 min tomando lectura cada

20 s, en celdas de cuarzo de un mL en un volumen final de 900 pL.
6.3. Desnaturalizacion por oxidacion con perdxido de hidrégeno

El ensayo de chaperona usando como agente desnaturalizante 500 uM de H,0, se realiz6
midiendo la dispersion de la luz a 360 nm en un espectrofotdémetro Beckman DUG650. Se
empled la ADH y H,0, como agente oxidante debido a que se ha descrito previamente el
proceso de desnaturalizacion de esta enzima (Men & Wang, 2007). Se hicieron las lecturas
en celdas de cuarzo de un mL, empleando amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.8, se
adicion6 H,0; a 500 uM, se calculd su concentracion midiendo su absorbencia a 240 nm y
empleando su coeficiente de extincién de 43.6M™cm™. La ADH se us6 a una concentracion
final de 6 UM considerando el tetrdmero. Las catalasas de subunidad grande se emplearon a
3 uM considerandolas como tetrdmero, el TDC3 y Hsp31 se usaron al 6 uM considerando
el dimero, asi mismo las SSC se usaron a esta concentracién pero considerando el
tetramero. Las catalasas se inactivaron incubando previamente en 3 mM de azida de sodio

por 30 min a 37 °C y eliminando el exceso de azida por dialisis.
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7. Medicion de las actividades enzimaticas

7.1. Actividad de la alcohol deshidrogenasa

La actividad se determind mediante el seguimiento de la formacion del NADH en un
espectrofotometro Beckman DU650 a 340 nm a 30 °C, después de la incubacion por 150
min a 25 °C 0 45 °C en ausencia o presencia de las diferentes enzimas usadas en el ensayo.
La actividad se midi6 en celda de cuarzo de 1 mL donde se adicioné en amortiguador de
fosfatos pH 7.4 la proteina tomada del ensayo anterior (considerando una concentracion
final de 1 ug de ADH), NAD" 1 mM y usando como sustrato etanol 200 mM.

7.2. Actividad de citrato sintasa

La actividad de la CS se determind usando 0.2 mM de acetil coenzima A, 0.5 mM de
oxalacetato (OAA) y 0.1 mM de DTNB en Tris 100 mM pH 7.5. La reaccion se sigui6 en
un espectrofotometro Beckman DU650 a 412 nm a 25 °C por 20 min tomando lectura cada
10 s. La actividad se midi6 en celda de cuarzo de 500 puL en un volumen final de 450 pl,
donde se adicion6 en amortiguador de fosfatos pH 7.5 (Morgunov & Srere, 1998). Se
empled la enzima usada en el ensayo de chaperona después de terminar cada lectura, se

considerd una concentracion final de CS de 0.5 puM.

7.3. Actividad de B—galactosidasa

La actividad de la B-gal se determiné mediante la prueba colorimétrica del o-nitrofenil-D-
galactopiranésido (ONPG), usando un espectrofotdémetro Beckman DU650 a 420 nm a 25
°C por 30 min, tomando lectura cada 10 s. Se emple6 un amortiguador de ensayo
consistente en fosfato de sodio 100 mM pH 7, 1 mM de MgCl, y 50 mM de B-
mercaptoetanol, se empled como sustrato ONPG 0.665 mg/mL en agua destilada. La
actividad de la enzima B-gal se midi6é después de los ensayos de desnaturalizacion, en una
celda de cuarzo de 1 mL con un volumen final de 900 L, se considerd una concentracion

final de enzima de 9.2 ng 0 5 U/mL.
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7.4. Actividad de catalasa

Para detectar la actividad de catalasa en el gel de poliacrilamida, se corrié la electroforesis
de las catalasas en condiciones no desnaturalizantes en amortiguador de corrida no
desnaturalizante (glicina 1.44% (p:v), Trizma base 0.3% (p:v), pH 7.0), durante 2 h a 150
V.

El gel se fijo en metanol al 5% (v:v) durante dos minutos, se enjuagd con agua destilada y
luego se incub6 en una solucion de H,O, al 0.03% (v:v) durante 5 min, se enjuagoé con agua
destilada, y después con acido acético al 10% (v:v) por un minuto para detener la reaccion
de la catalasa y se volvid a enjuagar con agua. La actividad se revel6 incubando el gel en
una solucién de ferricianida de potasio y cloruro férrico (0.3 g en 15 mL de agua para cada
reactivo, que se agregan al mismo tiempo al gel) hasta que el gel se tifia de azul debido

precipitacion de las sales con el H,O,.
8. Ensayo de recuperacion de la actividad de la alcohol deshidrogenasa

Se empled a una concentracion de 0.6 uM de ADH en amortiguador de fosfatos 50 mM pH
7.0 y se desnaturalizé incubando a 45 °C por dos horas y media. Posteriormente a su
desnaturalizacion, se le afiadieron las diferentes proteinas a una concentracion equimolar,
BSA (para el control), o la CAT-3, TDC3, CAT-A o Hsp3l a las concentraciones
empleadas en ensayos anteriores. Se mezcld por pipeteo y se incubaron por diferentes
tiempos (0, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos) a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
incubacion inmediatamente se leyo la actividad de la ADH mediante la formacién del

NADH por espectrofotometria a 340 nm.
9. Determinacion de la presencia de zonas hidrofobicas con la sonda bis-ANS

Las diferentes proteinas se emplearon a una concentracion de 0.8 uM en amortiguador de
fosfatos pH 7.0 y se incubaron con un exceso de la sonda bis-ANS a una concentracion de
1.2 uM. Se realizaron dos incubaciones una a temperatura ambiente (22 °C) y otra a 45°C
por 30 minutos. Posteriormente se leyd la fluorescencia en un lector de microplacas
Synergy Mx, excitando a 370 nm y leyendo la emision en un rango de 400 a 600 nm a

temperatura ambiente.
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10. Inhibicion de la actividad de chaperona con la sonda bis-ANS

Las proteinas la CAT-3 y la CAT-1 a 3 uM, la Hsp31 y el TDC3 a 6 uM en amortiguador
de fosfatos pH 7.0 se incubaron 30 min a 45 °C con la sonda bis-ANS a una concentracion
de 12 uM, posteriormente se expusieron a luz UV a 360-70 nm por 10 min a temperatura
ambiente, mediante lo cual se genera un enlace covalente entre el grupo sulfonato de la
sonda y el amino&cido positivo al que se unid. Después de irradiar las proteinas se elimind
el exceso de sonda usando una columna de Sephadex G-25. Se emplearon estas proteinas
para el ensayo de desnaturalizacion de la ADH a 45 °C empleando el método antes

descrito.

11. Determinacion de las interacciones electrostaticas mediante el aumento de la

fuerza iénica

Se emple6 amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0 con una fuerza iénica de 0.028 M. Para
aumentar la fuerza idnica del amortiguador se le afiadieron diferentes concentraciones de
NaCl 0, 0.075, 0.150, 0.3, 0.7, 1 M (Hossain & Aso, 2016; Koldewey et al., 2016). Se
usaron las diferentes proteinas CAT-3 3 uM, TDC3 6 uM, Hsp31 6 uM en el amortiguador
con diferente concentracion de NaCl para determinar la desnaturalizacion de la ADH a 45

°C empleando el método antes descrito.

12. Determinacion de las cavidades del dimero del dominio C-terminal de la catalasa-3

y prediccion de los posibles sitios de interaccion con otras proteinas

Para la prediccion in sillico de las cavidades se emple6 el servidor CASTp 3.0 (por
Computed Atlas of Surface Topography of proteins, o atlas computarizado de la topografia
de la superficie de las proteinas), el cual predice las propiedades geométricas y topoldgicas
de las superficies de las proteinas, incluyendo cavidades superficiales e interiores y canales
transversales, los cuales pueden tener importancia en la actividad de las proteinas o la
interaccion de éstas con otras macromoléculas (Tian et al., 2018). Se empled la estructura
cristalogréfica del dimero del dominio C-terminal mediante la modificacion del cristal con

cddigo del PDB 3EJ6 y los parametros ideales del servidor.
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Para la prediccion de las zonas de interaccion con otras proteinas se empled el servidor
InterProSurf, el cual predice la probabilidad de interaccion de los residuos de aminoacidos
de la proteina de interés con otras proteinas, basandose en la accesibilidad al solvente de la
superficies de la estructura 3D de las proteinas (Negi et al., 2007). Se empled la estructura
cristalogréfica del dimero del dominio C-terminal mediante la modificacion del cristal con

cddigo del PDB 3EJ6 y los pardmetros ideales del servidor.
13. Construccién de los dominios CAT-3213 y TDC34

Para la realizacion de las variantes sin los Gltimos 17 aminoacidos del extremo carboxilo se
disefio el oligonucleotido pC3s/asa R para eliminar esta region e introducir en el plasmido
pCold | empleando el sitio de restriccion Xbal como en la variantes completa (secuencia
del oligonucledtido en Tabla ). Los plasmidos obtenidos se comprobaron por
secuenciacion. Se clonaron en la cepa UM2 para su expresion y purificacion como se
describe previamente para las otras proteinas. Los péptidos obtenidos se emplearon en el

ensayo de desnaturalizacion de la ADH a 45 °C usando el método antes descrito.
14. Ensayo de supervivencia de E. coli

Para evaluar si el dominio C-terminal de las LSC aumentan la supervivencia de E. coli ante
el estrés con calor, oxidante u osmético, se emple6 la cepa UM2 de E. coli, y transformada
con los plasmidos para expresar Hsp31, CAT-3, TDC3 o CAT-3™" respectivamente en el

sistema pCold I.

Se crecié un pre-cultivo de las diferentes cepas a 37 °C por 12 h 200 rpm, del cual se
inocularon 10 mL de medio para llevarlo a una DOgynm de 0.01, se incubaron hasta
alcanzar una DOgoonm de 0.2 a 37 °C 200 rpm y se indujeron con IPTG a una concentracién
final de 1 mM vy se incubaron a 18 °C a 200 rpm hasta llegar a DOgoonm de 1.2
correspondiente a la fase de crecimiento estacionario. Después de la induccion de la
expresion de las proteinas se recuperaron los diferentes cultivos incubando a 37 °C 200 rpm
por 1 hora. El medio se suplement6 con 15 mM de hemina pH 9.6 durante la induccién de
las cepas CAT-3 0 CAT-3*™P,
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Posteriormente se sometieron a las condiciones de estrés y se pasaron a placas de 96 pozos
para su medicion con un volumen de 100 pL de cultivo y 50 pL de aceite de parafina estéril
para evitar la desecacion. El crecimiento se siguio en un lector de placas Synergy Mx a 37
°C midiendo la absorbencia a 600 nm cada 20 min con una agitacion fuerte de 20 segundos

previa a la lectura, hasta llegar a fase estacionaria (48 h).
14.1. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor

Para determinar el crecimiento después del estrés con calor, se incubaron las diferentes
cepas a 55 °C por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min) sin agitacion. Posteriormente se
pasaron a las placas de 96 pozos para medir su crecimiento después del estrés. Para la
determinacion del porcentaje de supervivencia se tomé el promedio de tres experimentos
independientes del valor final de la DOgqo del crecimiento de cada cepa sin ser sometida al
estrés como el 100%. El ensayo se realizé por triplicado y en cada placa de 96 pozos se

puso por triplicado cada punto.
14.2. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante

Se probo el crecimiento después de un estrés oxidante, incubando las cepas con diferentes
concentraciones de H,O, (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM) por 25 min a temperatura
ambiente. Posteriormente estos cultivos se diluyeron 30 veces en medio LB fresco y se
midié su crecimiento. Para la determinacion del porcentaje de supervivencia se tomo el
promedio de tres experimentos independientes del valor final de la DOgy del crecimiento
de cada cepa sin ser sometida al estrés como el 100%. El ensayo se realizo6 por triplicado y
en cada placa de 96 pozos se puso por triplicado cada punto.

14.3. Crecimiento en presencia del estrés osmatico

Se crecieron las diferentes cepas en medio LB suplementado con diferentes
concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M), para ello se inocularon las diferentes
cepas, después de la induccion de las proteinas, a una DOgy de 0.05 en las placas de 96
pozos. Para determinar el porcentaje de crecimiento se consider6 como el 100% el
crecimiento de las diferentes cepas en medio LB sin adicion de NaCl. El ensayo se realiz6

por triplicado y en cada placa de 96 pozos se puso por triplicado cada punto.
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15. Cepas de N. crassa

La cepa silvestre 74-OR231A obtenida del “Fungal Genetics Stock Centre” (FGSC), del
linaje ST. Lawrence (Oak Riidge, Cal. E. U.), se emple6 para la purificacion de la CAT-1y

como control para los ensayos fisioldgicos.

Para la generacion de las cepas que sirvieron como huéspedes de las construcciones con
etiquetas fluorescentes se emplearon las siguientes cepas: la cepa FGSC #9718 con
genotipo Amus-51::bar+, la cepa FGSC #9717 con genotipo Amus-51::bar+; his3’; la cepa
FGSC #11201 con genotipo Acat-3 y la cepa FGSC #17609 con genotipo Aal-1. Estas
cepas se cruzaron sexualmente para obtener las cepas Aal-1;Amus-51 y Aal-1; Amus-51;
his3"; Acat-3.

16. Condiciones de crecimiento y conservacion de las cepas de N. crassa

N. crassa se crece comunmente en medio minimo Vogel-sacarosa (VS) (Davis & de Serres,
1970), para este trabajo se empled 1.5% de sacarosa como fuente de carbono con 2% de
sales de Vogel 50X y 1.8% de agar para los medios so6lidos, manteniendo una proporcion
de 5:1 aire/medio y una temperatura de incubacién de 30 °C. Se Los medios para el
crecimiento de las cepas auxoétrofas de histidina se suplementaron con este aminoacido a
0.2 mg/mL.

Las sales de VVogel al 50X contienen

Citrato trisodico -2 H,O 1259
KH,PO, 2509
NH;NO3 100 g
MgSO, -7 H,0O 10¢
CaCl; 2 H,0 (disolver por separado) 590
Solucion de elementos traza 5mL
Solucion de biotina 2.5mL
Ajustar con agua 1L
Cloroformo (conservador) 10 mL
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La solucion de elementos traza contiene:

Acido citrico -1 H,0O 5¢
ZnS0,4 7 H,0 5¢
Fe(NH,4)2(S04),- 6 H,O 1g
CuSO4 -5 H,0 0.25¢g
MnSQ, -1 H,0 0.05¢g
H3BO3 (anhidro) 0.05¢g
Na;MoO, -2 H,0 0.05¢g
Ajustar con agua 100 mL
Cloroformo (conservador) 1mL

Las sales de Vogel y los elementos traza se almacenaron a temperatura ambiente en frascos

color &mbar.

La solucion de biotina contiene 5 mg de biotina disuelta en 50 mL de etanol al 50% (v:v)

con agua destilada estéril. Esta solucion se almacend a -20 °C protegida de la luz.

Para la obtencién de conidios se inocula VS-agar con 1x10° conidios/mL o con micelio de
las cepas, se crece a 30 °C en la oscuridad por 3 dias y posteriormente a 25 °C en presencia
de luz por dos dias. Los conidios se colectan con agua fria estéril 8-4 °C con agitacién

manual vigorosa. Se almacenaron a -80 °C en alicuotas de 1 mL.
17. Cruzas sexuales de N. crassa y seleccion de las mutantes

Para la induccién del ciclo sexual del hongo se emplea el medio llamado “Synthetic Cross

Media” (SC) (M. Westergaard, 1947), el cual tiene la siguiente composicion (stock 2X):

KNO; 20¢
K>HPO, (anhidro) 149
KH,PO, (anhidro) 109
MgSQO, -7 H,0O 109
NaCl 0.2¢g
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CaCl; -2 H,0 (disolver por separado) 0.2¢

Solucidn de biotina 0.1 mL
Solucién de elementos traza 0.2mL
Ajustar con agua 1L

Cloroformo (conservador) 10 mL

El medio se utilizo en cajas Petri en estado sélido empleando 1.8% de agar (p:v); éstas se
inocularon con 1 X 10° conidios de la cepa aceptora. Las cajas se incubaron a 25 °C en
presencia de luz por 10 dias o hasta la formacion de protoperitecios, posteriormente se
afiadieron gotas con conidios de la cepa donadora y se siguio incubando bajo las mismas
condiciones hasta la generacion de peritecios maduros y la liberacion de las esporas

sexuales o ascosporas (aproximadamente 14 dias mas).

Las ascosporas se recolectaron de la tapa de las cajas Petri con agua destilada estéril por
accion mecanica generada con la micropipeta. Para la activacion de las ascosporas se
incubaron a 60 °C por 30 min, posteriormente se sembraron y dispersaron 200 ascosporas
por caja Petri en medio de colonia aislada suplementado con el medio de seleccion y se
incubaron a 30 °C en oscuridad de 24 a 48 h dependiendo de la cepa. Para las mutantes
resistentes a la higromicina se emple6 este antibiotico a una concentracion 200 pg/mL. La
seleccion de las mutantes donde se comenzd la auxotrofia a la histidina se realiz6 en medio

sin el aminoécido.

El medio de colonia aislada tiene la siguiente composicion:

Solucién A Solucién B

Vogel 50x 2 mL L-sorbosa 290
Fructuosa  0.05¢g Agar 18¢g
Glucosa 0.05¢g Agua 65 mL
Agua 35 mL

Una vez esterilizadas por calor himedo, ambas soluciones se mezclan.

Una vez que se puede observar que las ascosporas han germinado se traspasaron mediante

una aguja de jeringa a tubos inclinados (slants) con medio VS-agar suplementados con el
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medio de seleccién y se incubaron para generar conidios como el método referido

anteriormente para su propagacion.
18. Extraccion de DNA del micelio de N. crassa

Se inocularon 20 mL de medio VS en matraces Erlenmeyer de 50 mL con 1 X 10°
conidios/mL y se incubaron a 30 °C sin agitacion por 72 h en oscuridad. El micelio se
recuper6 empleando una espatula y se retird la mayor cantidad de liquido secando con
toallas de papel. Posteriormente se depositd en microtubos de 2 mL y se congel6 con

nitrégeno liquido para liofilizar hasta secar por completo, aproximadamente por 2 horas.

Una vez seco el micelio se tritur6 hasta convertirse en polvo fino con un homogeneizador y
se le afadieron 800 uL de amortiguador de extracciéon (EDTA 50 mM pH 8, SDS 0.2%
(p:v), DEPC 1 pL/mL este se afiade hasta el momento de usarse) integrando por agitacion
con Vortex hasta que esté homogeneo. Los tubos se calentaron a 68 °C por 30 min y
posteriormente se centrifugaron 5 min a 13, 000 rpm a temperatura ambiente. Se separ¢ el
sobrenadante en tubos limpios y se les agregd 50 pL de acetato de potasio 3 M pH 5, se

mezclo por inversion y se incubaron los tubos en hielo por 8 min.

Posteriormente los tubos se centrifugaron 5 min a 13,000 rpm y se separé el sobrenadante
en tubos nuevos. Se afiadio al sobrenadante 600 L de isopropanol frio, se mezcld por
inversion y se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y se dejo
secar la pastilla. Esta se volvié a suspender en 500 pL de amortiguador TE (Tris-Cl 10 mM,
EDTA 1 mM pH 8) y se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm. Se traspaso el sobrenadante a
tubos nuevos y se precipitd el DNA con 800 uL de etanol absoluto frio (4 a8 °C) y 15 uL
de LiCl 10 M, se incubd 10min en hielo. Se centrifugd por 3 min a 13,000 rpm y se lavo la
pastilla con etanol frio (4 a 8 °C) al 70% (v:v) dos veces. La pastilla secé completamente a
temperatura ambiente y se volvid a suspender en 100 uL de agua destilada estéril. EI DNA

se guardd a -20 °C hasta su uso.
19. Construcciones de las proteinas con etiquetas fluorescentes

Las construcciones para etiquetar ambos dominios de la CAT-3 de N. crassa con etiquetas

fluorescentes estan representados en la Figura 18 de los resultados. Se etiquet6 el dominio
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catalitico de la CAT-3 con la GFP en su extremo amino. EI dominio C-terminal se etiqueto

con

la proteina mCherry en su extremo amino. Se emplearon

oligonucleotidos:

los siguientes

Tabla 2. Oligonucleotidos especificos empleados para la generacién de las construccién para

etiquetar los dominios de la CAT-3y transformarlos en N. crassa

Nombre  del | Secuencia 5’a 3’ Largo | Tm

cebador (°C)

pCold C3GH | AGGTAGGCATATGGAGCTCGGTACCATGCGTGTCAAC | 48 75.8

F Kpnl GCTCTTCTACC

Cs3-R’ gfp GCT CCT CGC CCT TGC TCA C GGC GAT GGT GGG | 41 77.5
GAG GCTCTCG

C3s/CT LKT | AGA GCC TCC CCA CCA TCG CC GGT GAC GGT GCT | 38 73.1
GGT TTA

Oligo HPH-R | GGT CAT CCC ATT GTT ATC AAA TAT TCC TTT GCC | 39 65.5
CTC GGA

pCold C3GH | AGC AGA GAT TAC CTA TCT AGA CGT ATG TCT CTC | 44 69.3

R Xbal CTT CCT CCT CG

mCherry-F- GC TCT AGA ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG G 27 64.3

Xbal

mChery-CT R | GGA GAG GAC GCC GAC GCG GAG GGT CCT CTA 46 735
AAC AAG TGT ACC

mCherry-CT | GGA GGC TCT CGT TGA AGA TGG A CCT CTA AAC 40 68.6

c/asa R AAG TGT ACC

CT-R CCCGGAATTCTTACTCCTC ATC ATC GCCATC 25 57.7

AAC G

37



La construccion CAT-3/GFP se disefio para integrar los fragmentos mediante el estuche In-
Fusion HD Cloning (Takara 639649) siguiendo las instrucciones del manual de uso. Esta
construccion se disefid para la insercion en el plasmido pCold I, amplificando el gen de la
CAT-3 del DNA gendmico de la cepa WT de N. cassa con los oligonucleétidos pCold
C3GH F Kpnl y Cs3-R’ gfp; la GFP unida a HPH se amplificé del plasmido pUC/GFP
(Suaste-Olmos et al., 2018) con los oligonucledtidos C3s/CT LKT y HPH-R; y la region
cat-3 3’ se amplifico del DNA genoémico de la cepa WT de N. cassa usando los
oligonucledtidos C33 F y pCold C3GH R Xbal.

La construccion mCherry/C-terminal se disefid para ser unida mediante una PCR de fusion
y ser insertada por ligacion al plasmido pJV15-2 usando las enzimas EcoRIl y Xbal
(Ramirez Cota, 2010). El fragmento mCherry se amplifico del plasmido pJV15-2 con los
oligonuclettidos mCherry-F-Xbal y mChery-CT R; mientras que el fragmento del gen
correspondiente al dominio C-terminal de la CAT-3 se amplific6 del DNA gendémico de

una cepa WT de N. crassa. Se comprobaron ambas construcciones por secuenciacion.
20. Transformacién de conidios de N. crassa por electroporacion

Se transformaron conidios recién cosechados, los cuales se incubaron previamente durante
tres dias a 30 °C, posteriormente se incubaron a 25 °C en presencia de luz durante 10 dias
para permitir su maduracion. Se colocarén 1.25 X 10° conidios en un microtubo de 1.5 mL
estéril, se centrifugaron por 1 min a 9,000 rpm a 4 °C y se le eliminé por completo el agua
sustrayendo con una micropipeta. La pastilla se resuspendié suavemente en 500 pL de
sorbitol 1 M frio (4 a 8 °C) y se centrifugd por 30 s a 5,000 rpm a 4 °C repitiendo el lavado
dos veces. En la ultima centrifugacién se elimina por completo el liquido y la pastilla se
vuelve a suspender en 40 pL de sorbitol, se afiadi6 1 pg de DNA de la construccion de
interés ajustando el volumen final a 50 pL y mezclando hasta homogeneizar con la
micropipeta. Los tubos se incubaron por 30 min en hielo. Los conidios se transfirieron a
una celda para electrochogue de 0.2 cm enfriada previamente a 4 °C y se trataron con el
programa Scp2 en un electroporador MicroPulser (BioRad 165-2100).

Inmediatamente después de aplicar el pulso se adiciond a la celda 960 uL de sorbitol 1 M
frio (4 a 8 °C) y los conidios se transfirieron a un tubo de 50 mL con 25 mL de solucién de
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recuperacion estéril (2 mL de Vogel 50x en 100 mL de agua). Se incubo por dos horas a 30
°C con agitacion a 100 rpm. Posteriormente se agregd al tubo 25 mL de top agar a una 40
°C y se mezclé perfectamente. La mezcla se vertié sobre cajas Petri con medio de colonia
aislada suplementado con el medio de seleccion, procurando dejar una pelicula delgada con
la solucién de conidios. Las cajas se incubaron a 30 °C en oscuridad hasta la germinacion
de las colonias, entre 2 y 6 dias de incubacion. Las colonias se traspasaron a tubos
inclinados con medio VS suplementado con el medio de seleccion para la obtencién de

conidios. El protocolo se realizé6 manteniendo esterilidad en todo momento.

La solucidn del top agar contiene:

Solucién 1 Solucién 2

Sorbosa 290 Glucosa 0.05¢g
Agar 19 Fructosa 0.05¢
Sorbitol 18.22 g Vogel 50x 2 mL
Aforar con agua 50 mL Aforar con agua 50 mL

Una vez esterilizadas por calor himedo ambas soluciones se mezclan.

Para limpiar el fondo genético de las cepas transformadas y obtener cepas homocariontes se
transfirié una colonia aislada de cada cepa y se dispersé formando estrias sobre cajas de
Petri con medio de colonia aislada suplementada con el marcador de seleccion, este
procedimiento se realiz0 tres veces. Las cepas se comprobaron por amplificacion por PCR
punto final de las construcciones insertadas amplificando con un oligonucleétido rio arriba

del sitio de insercion y el oligonucledtidos del extremo 3’ de la construccion.

21. Determinacion del fenotipo de las cepas del hongo N. crassa
21.1. Medicidn del crecimiento

La medicion del crecimiento de N. crassa se realizd en tubos para crecimiento en pista o
"race tubes" con medio VS-agar (especificaciones de los "race tubes" en la pagina del
FGSC). Para la inoculacién de los tubos de pista se cultivaron 1 X 10° conidios en caja Petri
con medio VS-agar y se incubaron a 30 °C por 12 h, de la caja Petri se tomo un bocado de

0.5 cm con micelio y se colocd sobre uno de los extremos del tubo de pista. Estos tubos se
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incubaron a 30 °C y se realizaron marcas en el frente de crecimiento cada 12 h hasta

obtener un minimo de 6 marcas.

Para la medicién del crecimiento en condiciones de estrés por altas temperaturas, se
pasaron los tubos de pista después de la primera marca con incubacion a 30 °C a una
incubadora a 42 °C con o sin luz. En el experimento de la medicion del crecimiento en
oscuridad los tubos se recubrieron con papel aluminio y se marcaron en una habitacion

oscura con luz roja.

Para la medicion del crecimiento en condiciones de estrés oxidante, se emplearon cajas
Petri con medio VS-agar a las cuales se les afiadié H,0O a diferentes concentraciones (0, 1,
3 y 5 mM). Las cajas se inocularon mediante un bocado de un cultivo sin H,0,, se
incubaron a 30 °C en presencia de luz ambiental Se realiz6 la primera marca 12 h después

de la inoculacién y se marco el frente de crecimiento cada hora por 7 h.
21.2. Produccion de conidios

Para la determinacion de la produccion de conidios se inocularon con 1 x 10° conidios en
tubos inclinados con medio VVS-agar, y para favorecer el intercambio de gases se emplearon
tapones de algoddn. Se incubaron por 3 dias a 30 °C en oscuridad y dos dias a 25 °C en luz
para la generacion de conidios. Posteriormente se colectaron los conidios en un volumen
estandar para todos los tubos de 6 mL de agua destilada estéril a 4 °C y se realiz0 el conteo
de los conidios en una dilucion 1:100 conidios/agua empleando una cdmara de Neubauer.

21.3. Produccién de micelio aéreo

Para medir la produccion de micelio aéreo se midio la altura del micelio aéreo en tubos de
ensaye de vidrio de 20 X 1.5 cm con tapén de algodon y medio VS-agar en una relacion 1:3
inoculado con 1 X 10° conidios. Los tubos se incubaron 3 dias a 30 °C en oscuridad y 2
dias a 25 °C en luz. Para medir la altura del micelio aéreo se emple6 el borde del agar como
base y considerando el tamafio del micelio aéreo hasta el final las hifas, se realizaron 5

mediciones por tubo.
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21.4. Germinacion de conidios en medio de colonia aislada

Para determinar la germinacion de los conidios de cada cepa se inocularon y dispersaron
200 conidios en cajas Petri con medio de colonia aislada. Las cajas se incubaron a 30 °C y

se contaron las colonias germinadas cada 24 h hasta 72 h.
22. Determinacion del tipo de dimerizacion del dominio C-terminal

Se obtuvieron las estructuras cristalogréaficas del PDB. Los cddigos de acceso del PDB de
cada proteina son: DJ-1 1ucf, YhBO lio4, Hsp31 lizy, YDR533Cp 1gqvw. Las estructuras
cristalogréficas del dimero y mondémero del dominio C-terminal de las LSC se obtuvieron
mediante la modificacion de los cristales con codigo del PDB: CAT-1 3ej6, CAT-1 1sy7,
PVC 2xf2, HPII 5bv2, catalasa de M. thermophilus.

Para determinar el area de interaccion de los dimeros de las cuatro clases previamente
definidas se corroboraron las interacciones entre aminoacidos empleando la base de datos
PDBsum. Para determinar el area de interaccion del dimero del domino C-terminal de la
CAT-3 se utilizé la herramienta en linea PDBePISA con la cual se definieron los residuos
que interaccionan en la interfaz asi como el tipo de interaccion. Los alineamientos de las

estructuras se realizaron usando el programa PDBeFold.
23. Alineamiento estructural de la estructura cristalografica del dominio C-terminal

Se uso el servidor POSA para realizar el alineamiento estructural de las proteinas (Li et al.,
2014), del cual se obtuvo un archivo PDB. Se emplearon los parametros ideales del
servidor. Mediante el programa PyMOL v1.7.4.4 se modificaron las estructuras para

generar las imagenes usadas en la Figura 3 y 27.
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Resultados

1. El dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande representa una nueva
forma de dimerizacion de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl

El dominio C-terminal de las LSC se considera como parte de la superfamilia
DJ-1/ThiJ/Pfpl debido a que tienen un dominio DJ-1 conservado (ver Figura 4 vy
alineamiento de secuencias Apéndice 1.2) (Bandyopadhyay & Cookson, 2004; Lucas &
Marin, 2007). Los miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl se clasifican segin la
manera en que interaccionan los mondmeros para formar el dimero, identificando cuatro
tipos de interaccion, tipo DJ-1 (PARK7) (animales), tipo YhbO (E. coli), tipo Hsp31 (E.
coli) y tipo YDR (S. cerevisiae), los cuales se caracterizan por tener regiones de interaccion
especificas del I al IV (Jung et al., 2012; Wei et al., 2007).

Las regiones | son caracteristicas de la clase tipo DJ-1 y constan de la hélice al, la hebra
4, la parte amino terminal de la hélice a7, la parte del extremo carboxilo de la hélice a8,
ademads de dos regiones de bucle que estan entre f3-B4 y entre B11 y la hélice a7 (Figura 6
A). Las regiones Il son caracteristicas de la clase tipo YhbO e involucran tres hélices en la
interaccion, la a2, la a4 y la a5 (Figura 6 B). Las regiones Il son caracteristicas de las
Hsp31 y consisten de los 21 residuos del extremo amino, la region de f4 a B5 y los bucles
entre B6 y o3. ES importante mencionar que la Hsp31 de E. coli cuenta con un asa de 45
residuos adicional entre las regiones | y Il que también estan implicadas en la interaccion
(Figura 6 C). Las regiones IV son caracteristicas de las proteinas tipo YDR y consisten en
la region comprendida entre B7 y los residuos de la B8 a la B9 (Figura 6 D) (Jung et al.,
2012).

El dominio C-terminal de las LSC forma un dimero en cada extremo de la forma
tetramérica de las catalasas, sin embargo, esta forma dimérica no coincide con ninguna de
los tipos de la clasificacion reportada actualmente. En el dimero de dominios C-terminal de
la CAT-3 de N. crassa se identificaron las zonas de interaccion de la forma dimérica de este
dominio y se denominaron como regiones V. Estas regiones estdn comprendidas por la

interfaz entre la hélice a22 de la catalasa, que corresponderia a las hélices a3y a4 de la
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estructura de la DJ-1 humana, asi como el asa entre esta region y la hélice
a23 (correspondiente a la a5 en DJ-1) y al extremo carboxilo del dominio C-terminal
(Figura 6 E).

Las estructuras cristalograficas del dimero del dominio C-terminal de otras catalasas de
subunidad grande se encuentran las mismas zonas de interaccion que hemos denominado
regiones V, siendo la hélice a22 de la CAT-3 que corresponde a la a26 de la CAT-1, a la
a30 de la PVC de Penicilium vitale, a la 32 de la HPII de E. coli (katE) y a la a28 de la
catalasa de Mycobacterium thermophilus. En todas las catalasas participa también el

extremo carboxilo (Figura 6 F).

Figura 6. Tipos de dimerizacion de los miembros de la superfamilia

DJ-1/ThiJ/Pfpl. A) Dimero tipo DJ-1, regiones de interaccion I. B) Dimero tipo
YhbO, region Il. C) Dimero tipo Hsp31l, regiones Ill. D) Dimero tipo YDR,
regiones IV. E) Dimero tipo dominio C-terminal de las LSC, regiones V. F)
Superposicion de los dimeros del dominio C-terminal de cinco LSC que cuentan
con estructura cristalogréfica: CAT-1 (cian pélido) y CAT-3 (azul palido) de N.
crassa, PVC (verde palido) de P. janthinellun, HPII (anaranjado palido) de E. coli

y la catalasa de M. thermophilus (rosa palido). Estructuras secundarias de las
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diferentes proteinas representantes de cada tipo de forma dimérica con las regiones
de interaccién marcadas en rojo. Para orientar la posicion de los mondmeros se
marcoé la 1 en color azul. Figura basada en la de Jung et al., 2012 con el dimero
del C-terminal de las LSC.

La estructura cuaternaria de la DJ-1 humana es importante, ya que la oligomerizacion
anormal en esta proteina esta asociada con enfermedades neurodegenerativas. La forma de
interaccion de los dimeros también estd asociada con su relacion filogenética a nivel de
secuencia y puede ayudar a entender la forma en que estas proteinas interaccionan con las

proteinas desdobladas (Jung et al., 2012).

2. Caracterizacion de la actividad de chaperona in vitro del dominio C-terminal de

las catalasas de subunidad grande

Anteriormente se reportd que la CAT-1 y la CAT-3 de N. crassa tienen actividad de
chaperona y que esta actividad tiene relacion con el dominio C-terminal, ya que la pérdida
de este dominio causaba la pérdida de la actividad de chaperona de las LSC (Nava-
Ramirez, 2017). Sin embargo, era necesario realizar una caracterizacion mas exhaustiva

con los controles requeridos.
2.1. Expresion y purificacion de las diferentes proteinas

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para la amplificacion del gen cat-3 de N. crassa
sin el dominio C-terminal (CAT-3"), el dominio C-terminal de la CAT-3 (TDC3) y el gen
de la chaperona Hsp31 de E. coli. Estos genes se clonaron en el plasmido pCold I para su
expresion en E. coli. Se empled este plasmido debido a que afiade una etiqueta de 6xHis
para su purificacion por cromatografia de afinidad al niquel y utiliza un sistema de
expresion en frio que favorece la traduccion de la proteina de interés sobre las proteinas
nativas. Todos los plasmidos se comprobaron por secuenciacion para determinar que no
tuvieran mutaciones y se estandarizaron las condiciones para su expresion y purificacion
(Figura 7 A-C).

La CAT-3 se expreso y purificé empleando el plasmido pCold/C3 reportado anteriormente

en Nava-Ramirez, 2017. La CAT-1 se purific a partir de los conidios del hongo. Para
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obtener la CAT-1 sin el dominio C-terminal (C63) se digirié la enzima purificada con la

proteasa subtilisina A y se eluy6 del gel de poliacrilamida después de su separacion por
PAGE (Figura 7 D, E).
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Figura 7. Separacion por electroforesis de las proteinas expresadas en E. coliy
purificadas por afinidad al Ni de la etiqueta 6xHis y de la CAT-1 purificada
de N. crassa. A) CAT-3*"° (65 kDa) y su actividad en gel. B) SDS-PAGE de la
TDC3 (19 kDa), la actividad de la CAT-3 y la ausencia de actividad de catalasa del
péptido. C) Hsp31 (33 kDa). D) CAT-3 (80 kDa) y su actividad en gel. E) CAT-1
(80 kDa) purificada de N. crassa y el C63 (63 kDa) y la actividad en el gel. En

todos los paneles el gel de la izquierda corresponde al SDS-PAGE vy el gen de la
actividad a la derecha se corri6 en condiciones nativas.

2.2. Proteccion de la alcohol deshidrogenasa de la desnaturalizacion en presencia

de una catalasa de subunidad grande o de su dominio C-terminal

Para determinar la actividad de chaperona in vitro de las LSC se emplearon las LSC CAT-
1, CAT-3 y CAT-R; el TDC3, las LSC sin dominio C-terminal C63 y CAT-3"™° y las SSC
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CAT-A y CAT-Bov. Se usaron diferentes ensayos de chaperona donde se desnaturalizaron
diferentes proteinas con calor, 8M de urea o por oxidacién con 500 uM de H,0O,. Como
control positivo se emple6 la chaperona Hsp31 y como negativo la albimina de suero
bovino (BSA). En estos ensayos se lee por espectrofotometria la dispersion de la luz a 360
nm provocada por la desnaturalizacion y la subsecuente agregacion de las proteinas. Como
sustratos se usaron las enzimas comerciales alcohol deshidrogenasa de S. cerevisiae
(ADH), y para corroborar que la proteccion contra la desnaturalizacion no es especifica se
emplearon también la citrato sintasa de puerco (CS) y la B-galactosidasa de E. coli (3-gal)
(datos de estas Ultimas dos enzimas en el Apéndice 1.3, ya que solo se realizaron con una
sola condicion de desnaturalizacion). En cada ensayo se midié posteriormente la actividad

residual de la enzima sustrato para determinar el porcentaje de actividad conservado.
2.2.1. Proteccion contra la desnaturalizacion con calor

La ADH muestra un proceso de desnaturalizacion al ser incubada a 45 °C, lo cual puede ser
medido por el incremento de la sefial de la dispersion de la luz. Se puede observar una
proteccion de la desnaturalizacion de la ADH en presencia de la CAT-1, la CAT-3 y la
CAT-R (Figura 8 A, B) que es proporcional a la concentracion empleada de estas catalasas
(Nava-Ramirez, 2017). Al emplear el dominio C-terminal de la CAT-3, TDC3, la
proteccién contra la desnaturalizacidn se mantiene y protege a la ADH de manera similar a
la catalasa completa; en contraste, las catalasas que no cuentan con el dominio C-terminal,
C63 y C3*™° asi como las SSC CAT-A y CAT-Bov, no protegen a la ADH de la
desnaturalizacion. La Hsp31 (control positivo), como lo reportado, también protege a la
ADH de la desnaturalizacion (Sastry, et. al. 2004), mientras que la BSA no lo hace (control

negativo) (Figura 8 A, B).

Al medir la actividad de la ADH después de los diferentes ensayos, se observo que hay una
correlacion positiva entre la proteccion de la desnaturalizacion y el porcentaje de actividad
conservado de la enzima. Las LSC y el TDC3 conservan entre un 90 y 80% de la actividad
de la ADH, mientras que las sin dominio C-terminal y las SSC solo llegan a conservar un
20% de la actividad (Figura 8 C).
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Figura 8. Proteccion de la ADH contra la desnaturalizacién a 45 °C. A)
Dispersion de la luz (u. a. unidades arbitrarias) generada por la agregacion de la
ADH a 45 °C. En presencia de la CAT-3 de N. crassa 1.5 uM (circulos vacios) y 3
UM (triangulos invertidos rellenos), del TDC3 6 uM (triangulos vacios), de la
CAT-A 6 pM (cuadrados vacios) o de la CAT-3™ 6 uM (cuadrados rellenos). El
control negativo se realiz6 con albumina 6 pM (BSA) (circulos rellenos) y el
positivo con Hsp31 6 uM (rombos rellenos). B) Promedio del valor final de
dispersion de la luz de tres experimentos independientes. C) Porcentaje de
actividad de la ADH después del ensayo de chaperona, promedio de tres
experimentos independientes.

2.2.2. Proteccion contra la desnaturalizacién con 8 M de urea

La ADH se desdobla en presencia de urea 8 M, proceso que se puede seguir en el tiempo
mediante un aumento en la dispersion de la luz. En presencia de la CAT-1, la CAT-3 y la
CAT-R; el TDC3 (dominio C-terminal de la CAT-3) y la chaperona Hsp31 se observa una
baja sefial de la dispersion de la luz, indicando la proteccion de la ADH a la
desnaturalizacion; en contraste, en presencia de las SSC y las LSC sin el dominio C-

terminal no se observa esta proteccion, presentado una sefial similar al control con BSA
(Figura9 A, B).

Similar a lo observado con la desnaturalizacion de la ADH a 45 °C, se observa una
correlacion positiva entre el porcentaje de actividad conservado al final de los ensayos v el

nivel de proteccion de la desnaturalizacion. Las LSC y el TDC3 conservan entre un 95 y
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85% de la actividad de la ADH, mientras que la C63 solo conserva un 10% de la actividad
(Figura 9 C).
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Figura 9. Proteccion de la ADH contra la desnaturalizacion con 8 M de urea.
A) Dispersion de la luz (u. a.) generada por el desdoblamiento de la ADH con 8 M
de urea a 25 °C. En presencia de la CAT-3 a 0.25 uM (circulos vacios) y 0.5 uM
(triangulos invertidos rellenos), del TDC3 0.5 uM (tridngulos vacios), de la CAT-A
0.5 uM (cuadrados vacios) o de la CAT-3*™ 0.5 uM (cuadrados rellenos). El
control negativo se realiz6 con 0.5 pM de BSA (circulos rellenos) y el positivo con
0.5 uM de Hsp31 (rombos rellenos). B) Promedio del valor final de dispersion de
la luz de tres experimentos independientes. C) Porcentaje de actividad de la ADH

después del ensayo de chaperona, promedio de tres experimentos independientes.

2.2.3. Proteccion contra la desnaturalizacion por oxidacién con peréxido
de hidrdgeno

Se estandarizaron las condiciones para la desnaturalizacion de la ADH por oxidacion, para
lo cual se empled H,0, 500 uM. Se empled una concentracién alta segun lo reportado en
Men & Wang (2007) y se midio la dispersion de la luz generada por la desnaturalizacién
de la enzima en el tiempo. Para evitar la descomposicion del H,O, por la actividad de

catalasa, las catalasas empleadas en este ensayo se inhibieron irreversiblemente con azida
de sodio.

Se observd que la CAT-1, la CAT-3, el dominio C-terminal TDC3 y la chaperona Hsp31

protegen la ADH de la desnaturalizacion por oxidacion. Las SSC y las LSC sin el dominio
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C-terminal no protegen (Figura 10 A, B). Como lo observado en los ensayos anteriores, el
porcentaje de actividad conservado por la ADH al final de cada ensayo tiene una
correlacion positiva con la proteccion observada. La CAT-1, la CAT-3 y el TDC3
conservan hasta en un 90% la actividad de la enzima, mientras que las SSC y las LSC sin

el dominio C-terminal solo conservan menos del 10% (Figura 10 C).
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Figura 10. Proteccidén de la ADH contra la desnaturalizacion por oxidacién
con H,0O,. A) Dispersién de la luz (u. a.) generada por el desdoblamiento de la
ADH con 500 uM de H,0, a 25 °C. En presencia de la CAT-3 1.5 uM (triangulos
invertidos rellenos) y 3 uM (circulos vacios), del TDC3 6 uM (triangulos vacios),
de la CAT-A (cuadrados vacios) o de la CAT-3*"" (cuadrados rellenos). Todas las
catalasas se inactivaron con 3 uM de azida de sodio. El control negativo se realiz6
con BSA 6 uM (rombos rellenos) y el control positivo con Hsp31 6 uM (rombos
vacios). B) Promedio del valor final de dispersion de la luz de tres experimentos
independientes. C) Porcentaje de actividad de la ADH después del ensayo de

chaperona, promedio de tres experimentos independientes.

2.3. El dominio C-terminal de la catalasa-3 protege al dominio cataliticoy a la

catalasa de bovino contra la desnaturalizacion

Se realiz6 un ensayo de chaperona usando como sustrato la CAT-3"™° y la CAT-Bov. Estas
enzimas se desnaturalizaron incubando a 55 °C. Se observo que el TDC3 protege a estas
enzimas de la desnaturalizacién con calor de manera dependiente de la concentracion
(Figura 11 A, B).
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Figura 11. Proteccion de la CAT-Bov y la CAT-3""° de la desnaturalizacion
con calor en presencia del dominio TDC3. A) Dispersion de la luz de dos
catalasas al ser incubadas a 55 °C. Como control se usé 6 UM de BSA con 6 uM de
CAT-3%™ (circulos rellenos) y 6 uM CAT-Bov (triangulos vacios). Se empled
TDC3 a 3y 6 uM en presencia de CAT-3*™ 6 uM (circulos vacios y triangulos
rellenos respectivamente) y en presencia de CAT-Bov 6 uM (cuadrados vacios y
rellenos respectivamente). B) Promedio del valor final de dispersion de la luz de

tres experimentos independientes.

2.4. Las catalasas de subunidad grande y su dominio C-terminal ayudan a
recuperar la actividad de la alcohol deshidrogenasa después de la

desnaturalizacion

La chaperona Hsp3l de E. coli contribuye a disminuir el tiempo de recuperacién de la
estructura nativa de las proteinas parcial o completamente desnaturalizadas a las que se une,
ayudando a recuperar con ello la actividad de las proteinas sustrato de manera
independiente del ATP (Malki et al., 2003; Sastry et al., 2002). Empleando un ensayo de
recuperacion de la actividad de la ADH, se determin0 si el dominio C-terminal de las LSC

puede contribuir también a la recuperacion de la estructura nativa.

La ADH se desnaturalizo al incubarla a 45°C por 2.5 h, tiempo en el que se observo la
pérdida casi total de la actividad (Figura 8 C), posteriormente se incubd a temperatura
ambiente durante 0, 30, 60, 120 y 180 min, en presencia de las diferentes chaperonas a la

concentracion que protege casi totalmente otras proteinas de la desnaturalizacién (Figura
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12). Se observo que la ADH por si misma puede recuperar hasta un 20% de su actividad al
ser incubada 90 min y se mantiene este porcentaje incluso después de ser incubada por 180
min. La Hsp31 recupera la actividad de la ADH un 35% desde los 30 min de incubacién y
50% después de 60 min. La CAT-3 y la TDC3 contribuyen a la recuperacion de la actividad
de manera mas eficiente que la chaperona Hsp31, ya que pueden recuperar el 100% de la
actividad después de ser incubadas por 90 min con CAT-3 y después de 120 min con
TDC3. En cambio, la recuperacion de la actividad de la SSC CAT-A es similar a la de la
ADH sola (Figura 12).

120
—e— ADH (30°C)
100 -« + — + —o— ADH (45°C)
i>r7/4 —v— CAT_3
80 Yy —— TDC3
i —— CAT-A
60 —o— Hsp31

40
20

Actividad (%)

(I) 2I0 4‘0 Gb 8‘0 1601é0140160150260
Tiempo (min)

Figura 12. Ensayo de recuperacion de la actividad de la ADH. La ADH 6 uM
se desnaturaliz6 al ser incubada a 45°C por 2.5 h. Posteriormente se incub6
diferentes tiempos 0, 30, 60, 90, 120 y 180 min a temperatura ambiente en ausencia
(circulos vacios) o presencia de las chaperonas en las concentraciones empleadas
anteriormente: Hsp31 6 uM (cuadrados vacios), CAT-3 3 uM (triangulos invertidos
rellenos), TDC3 6 uM (tridngulos vacios) y CAT-A 6 uM (cuadrados rellenos y
después se midio la actividad de la ADH. Como control se emple6 la ADH 6 uM

sin desnaturalizar (circulos rellenos) incubada a temperatura ambiente por los

diferentes tiempos.

3. Determinacion del mecanismo de accion de la actividad de chaperona de las

catalasas de subunidad grande

Las chaperonas pequefias independientes de ATP tienen en esencia el mismo
mecanismo de accion a pesar de su gran diversidad estructural. Este se basa en la
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unién de superficies hidréfobas flexibles con las superficies hidrofobas expuestas de
la proteina sustrato, junto con interacciones electrostaticas para estabilizar la
interaccion (Nava-Ramirez & Hansberg, 2020a). Por ello, para determinar el
mecanismo de accién de la actividad de chaperona del dominio C-terminal, se evaluo
si este tiene zonas hidrofobicas en la superficie, asi como la participacion de éstas y

de interacciones electrostaticas en dicha actividad.

3.1. Importancia de las zonas hidrofdbicas en la superficie de la proteina
para la actividad de chaperona de las catalasas de subunidad grande

Para elucidar el mecanismo de interaccion con las proteinas parcialmente desnaturalizadas,
se determind si habia exposicién de zonas hidrofébicas en la superficie del dominio C-
terminal como se ha mostrado para la chaperona Hsp31 en E.coli (Sastry et al., 2002). Se
realiz6 un ensayo con la sonda bis-ANS que se une de manera especifica a las cavidades
hidrofébicas de las proteinas generando un incremento en su sefial de fluorescencia (Hawe
et al., 2008; Oshinbolu et al., 2018).

Se observo que la CAT-1, la CAT-3 y el TDC3, asi como la chaperona Hsp31 presentan
una sefial de fluorescencia mayor a temperatura ambiente que las SSC (CAT-A y CAT-
Bov), la C63 y la BSA, lo cual indica que presentan una mayor hidrofobicidad en su
superficie. Al incubar las proteinas con la sonda a 45°C por 30 min se observé un
incremento en la sefial de la sonda con la chaperona Hsp31, con las LSC y con el TDC3,
siendo ligeramente mayor la sefial en el caso de estas ultimas. La C63 y las SSC no
presentaron un aumento significativo en la sefial después de su incubacién a 45 °C (Figura
13 A-C).
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Figura 13. Fluorescencia de la sonda bis-ANS cuando se une a las zonas
hidrofébicas que se exponen en la superficie de las proteina. A) Espectro de
fluorescencia emitido por la sonda bis-ANS por si sola (circulos vacios) y al ser
incubada con las diferentes proteinas, 30 minutos a temperatura ambiente o a 45
°C: Hsp31 (triangulos vacios y rellenos respectivamente), CAT-3 (cuadrados
vacios y rellenos respectivamente) y TDC3 (rombos vacios y rellenos
respectivamente). B) Espectro de fluorescencia de la sonda bis-ANS al ser
incubada con las diferentes proteinas, 30 minutos a temperatura ambiente o a 45
°C: CAT-A (cuadrados vacios y rellenos respectivamente) y BSA (triangulos
vacios y rellenos respectivamente). C) Porcentaje del pico méximo de
fluorescencia de tres experimentos independientes, a temperatura ambiente (gris
oscuro) y después de su incubacion a 45 °C (gris claro). La diferentes proteinas se
usaron a una concentracion de 0.8 UM como dimeros o tetrdmeros, segin se usd

previamente, y la sonda bis-ANS a 1.2 uM.
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Se realizd un ensayo de inhibicidn de la actividad de chaperona empleando la sonda bis-
ANS la cual, al ser expuesta a la luz UV, genera un enlace covalente con algin aminoacido
cercano cargado positivamente. Este tipo de ensayo se ha empleado en varios estudios para
la inhibicion de la actividad de chaperona, asi como para identificar las zonas de
interaccion de las proteinas parcialmente desnaturalizadas con las chaperonas (Jiao et al.,
2008; Sastry et al., 2002; Seale et al., 1995).

Las proteinas Hsp31, la CAT-3, la CAT-1 y el TDC3 se incubaron 30 min a 45 °C con la
sonda bis-ANS vy posteriormente se expusieron a la luz UV (366 nm) por 10 min a
temperatura ambiente. Se observo que después de irradiar las proteinas se inhibe la
proteccion de la ADH cuando se desnaturaliza a 45 °C, ya que en todos los casos se
observa un aumento en la dispersion de luz que es parecido al control con BSA (Figura 14
A, B).
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Figura 14. Inhibicion de la actividad de chaperona por foto-incorporacién de
la sonda bis-ANS. A) Dispersion de la luz de la ADH 6 uM a 45 °C por 150 min
en presencia de BSA 6 uM (circulos rellenos), de la CAT-3 3 puM, sin y con
tratamiento con la sonda bis-ANS (circulos vacios y triangulos rellenos
respectivamente), del TDC3 6 uM, sin y con tratamiento (circulos vacios y rombos
rellenos respectivamente) y de la Hsp31 6 puM, sin y con tratamiento (triangulos
vacios y cuadrados rellenos respectivamente). B) Promedio del valor final de
dispersion de la luz de tres experimentos independientes. Se emple6 la sonda bis-

ANS a una concentracion de 12 uM. Después de incubar por 30 minutos a 45 °C
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con la sonda bis-ANS, las proteinas se expusieron a 366 nm por 10 minutos a

temperatura ambiente para favorecer la foto-incorporacion de la sonda.

Para determinar si la sonda bis-ANS inhibe la actividad de chaperona, se incubo la ADH a
45 °C en presencia del TDC3, afiadiendo el bis-ANS a los 10 min de iniciada la
incubacion. Se observo que el TDC3 deja de proteger a la ADH de la desnaturalizacion
después de afadir la sonda a la celda, aunque el aumento en la dispersion de la luz es mas

lento que en el control (Figura 15).
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Figura 15. El TDC3y la sonda bis-ANS interaccionan con la misma zona de la
ADH parcialmente desnaturalizada. Dispersion de la luz de la ADH 6 uM a 45
°C por 150 min en presencia de BSA 6 uM (rombos), en presencia de TDC3 6 uM
(triangulos) o en presencia de TDC3 6 UM pero agregando 12 uM de la sonda bis-
ANS 10 minutos después de iniciada la lectura (indicado con la flecha)
(cuadrados). Para evitar la foto-incorporacién de la sonda bis-ANS, en este ensayo

se leyo la dispersion de la luz a 500 nm.

3.2. Importancia de las interacciones electrostaticas en la actividad de

chaperona de las catalasas de subunidad grande

Las interacciones electrostaticas contribuyen de manera importante en la actividad de
chaperona de algunas enzimas, como es el caso de Spy ( Lee et al., 2018). Para determinar
la contribucion de las interacciones electrostaticas en la actividad de chaperona de las LSC
se empled el ensayo de proteccion de la desnaturalizacion de la ADH a 45 °C aumentando
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progresivamente la fuerza iénica del amortiguador al afiadir diferentes concentraciones de
NaCl. Ademas, se realizé un ensayo de proteccion contra la desnaturalizacién de la ADH a
45 °C usando diferentes valores de pH, aunque no se observo diferencias significativas (ver
Apéndice 1.4).

Se observé que, al aumentar la fuerza ionica del amortiguador, la Hsp31, la CAT-3 y el
TDC3 comienzan a perder la capacidad de proteger a la ADH de la desnaturalizacion. La
Hsp31 comienza a perder la capacidad de proteccion a partir de 0.15 M, llegando a una
meseta a los 0.5 M de NaCl, perdiendo un 50% de proteccion; la CAT-3 y el TDC3 se
comportan de manera similar, empezando a perder la capacidad de proteccién a partir de
0.3 M, perdiendo un 35% de proteccion a 1 M de NaCl (Figura 16).
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Figura 16. El aumento en la fuerza idnica del medio afecta la actividad de
chaperona de la CAT-3 y del dominio TDC3. Dispersion de la luz a 360 nm de la
ADH 6 UM a 45 °C por 150 min en presencia de BSA 6 UM (rombos), de Hsp31 6
MM (cuadrados), de CAT-3 3 uM (triangulos) o de TDC3 6 uM (circulos) en
diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M) en el amortiguador de
fosfatos 10 mM pH 7.0. Promedio del valor final de dispersion de la luz de tres

experimentos independientes.

56



3.3. Determinacion de la zona de interaccion con las proteinas parcialmente
desnaturalizadas

3.3.1. Prediccion de las zonas de interaccién

Para determinar la zona de interaccion de las proteinas parcialmente desnaturalizadas con
el dominio TDC3 se emplearon dos servidores: el servidor CASTp3.0 para predecir las
cavidades en su estructura y el servidor InterProSurf para predecir los posibles residuos de
interaccion con otras proteinas, dependiendo de la accesibilidad al solvente. Se observo
que la cavidad en la interfaz del dimero es la de mayor tamafio presentando un &rea de
381.695 A? y un volumen de 184.653 A% siendo la zona mas probable de interaccién con las
proteinas parcialmente desnaturalizadas (Figura 17 A). Los residuos con mayor
probabilidad de interaccion con otras proteinas se encuentran en la region cercana al
extremo carboxilo del dominio C-terminal y en los extremos de la cavidad, siendo los
aminoacidos con mayor probabilidad de interaccion W660, K662, V704, F705 y con una
probabilidad media de interaccion D656, Y658, R659, K706, F707, R710, F711 (Figura 17
B).

LEU708

Figura 17. Prediccion de las cavidades y de la posible zona de interaccién del
dominio TDC3 con otras proteinas. A) Prediccion de las cavidades en la estructura
del dimero TDC3, en rojo la cavidad predicha presenta un area de 381.695 A? y un
volumen de 184.653 A® en la interfaz de la union de los mondmeros del TDC3. B)
Prediccion de las zonas de interaccion con otras proteinas del dominio TDC3, se
marcan en rojo los aminoacidos con mayor probabilidad de interaccion (W660, K662,
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V704, F705) y en verde los de probabilidad media (D656, Y658, R659, K706, F707,
R710, F711).

3.3.2. Pérdida de la actividad de chaperona con la eliminacion de los
altimos 17 aminoacidos del extremo carboxilo del dominio

C-terminal de las catalasas de subunidad grande

Para confirmar si la zona cercana al carboxilo terminal interacciona con las proteina
sustrato, se eliminaron los Gltimos 17 aminoacidos correspondientes al asa del extremo
carboxilo, que comprende 7 aminoacidos hidrofobicos, 9 aminoacidos con carga y una
glicina, de los cuales V704 y F705 tienen alta probabilidad de interaccion y K706, F707,
R710, F711 presentan una probabilidad media de interaccion. Los plasmidos del TDC3 y
de la CAT-3 sin los Gltimos 17 aminoécidos (TDC3"!"* y CAT-3*'"*) se expresaron en E.
coli y se obtuvo los péptidos del tamafio esperado (Figura 15). La CAT-3%"7* conserva la

actividad de catalasa en un zymograma (Figura 18 B).
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Figura 18. Separacién por electroforesis de las proteinas sin los altimos
17 aminoécidos, expresadas en E. coli. A) TDC3*'"* (18 kDa). B) CAT-
32174 (81 kDa) y su actividad en el gel. En ambos paneles el gel de la izquierda
corresponde al SDS-PAGE, el gen de la actividad del panel B corresponde al de la

derecha y se corrié en condiciones nativas.
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Se usaron estas dos proteinas en un ensayo de chaperona para determinar si protegen otras
proteinas de la desnaturalizacion, como en el caso de sus variantes completas. Se observd
que tanto la CAT-3*'"* como la TDC3*'7* perdieron casi completamente (85%) la
capacidad de proteger a la ADH de la desnaturalizacion a 45 °C, mientras que la CAT-3y
el dominio TDC3 a la misma concentracién, protegen casi al 100% en estas condiciones
(Figura 19).
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Figura 19. La CAT-3 sin los dltimos 17 aminoacidos pierde su actividad de
chaperona. A) Dispersion de la luz a 360 nm de la ADH 6 uM a 55 °C por 150
min, con BSA 6 uM como control (rombos). En presencia de la CAT-3 3 uM
(triangulos vacios), del TDC3 6 pM (cuadrados vacios), de la CAT-3*"* 3 uM
(triangulos rellenos) o del TDC3'® 6 uM (cuadrados rellenos). B) Promedio del

valor final de dispersion de la luz de tres experimentos independientes.

4. Determinacion de la funcion in vivo de la actividad de chaperona del dominio

C-terminal de las catalasas de subunidad grande

4.1. La sobreexpresion de la catalasa-3 o de su dominio C-terminal contribuye a

la supervivencia de E. coli ante diferentes condiciones de estrés

La expresion de algunas chaperonas favorece la supervivencia de E. coli en algunas
condiciones de estrés (Chernova et al., 2020; Mujacic & Baneyx, 2007; Takeuchi, 2006).
Para determinar si la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC tiene una
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funcién in vivo, se evalud si la expresion del TDC3 o de la CAT-3 aumentan la

supervivencia de E. coli ante el estrés por calor, el oxidante y el osmético.

Se empled para ello la cepa UM2 de E. coli que carece de los genes de las dos catalasas (la
LSC HPII es ortologa de la CAT-1 de N. crassa). Se transformd esta cepa con los
plasmidos para expresar Hsp31l, CAT-3, TDC3 o CAT-3*" respectivamente y como
control se empled la cepa sin transformacion. Se utilizaron las mismas condiciones de
expresion para las diferentes proteinas y posteriormente se sometieron a las diferentes
condiciones de estrés. El crecimiento a 37 °C se siguio con un lector de placas midiendo la

basorbancia a 600 nm hasta alcanzar la fase estacionaria a las 48 h.
4.1.1. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor

Se incubaron las diferentes cepas a 55 °C por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min) sin
agitacion y posteriormente se determind el crecimiento después del estrés. Tanto la cepa que
expresa CAT-3 como la que expresa el dominio TDC3 presentan el mismo crecimiento en
todos los tiempos. La cepa que expresa Hsp31 crece menos (25%) después de ser incubada
hasta por 30 min a 55 °C, pero deja de crecer después de los 60 min de incubacion. La cepa
UM?2 sin plasmido o expresando sélo el dominio catalitico CAT-3*™° presentan una caida
dréstica del crecimiento después de los 10 min de incubacion, un poco mayor en la ultima
(Figura 20). A temperaturas menores de 55 °C no se observaron diferencias significativas
entre la supervivencia de las cepas que expresan Hsp31, TDC3 y CAT-3.
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Figura 20. Crecimiento de E. coli después de un estrés por calor cuando

expresa una chaperona. Crecimiento a las 48 h después de la incubacion a 55 °C
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por diferentes tiempos (0, 10, 30 y 60 min): Hsp31 (circulos vacios), CAT-3
(triangulos rellenos), TDC3 (triangulos vacios) y CAT-3™ (cuadrados rellenos) y
como control la cepa UM2 de E. coli (circulos rellenos).

4.1.2. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante

Debido a la importancia de la actividad de catalasa de las LSC para contender con el estrés
oxidante en el hongo y a que éstas pueden proteger a otras proteinas de la
desnaturalizacion por oxidacion (Figura 10), se probo si la expresion de estas chaperonas
podria favorecer la supervivencia de E. coli después de someterla al estrés oxidante.
Después de la expresion de las proteinas, se incubaron las cepas con diferentes
concentraciones de H,O, (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM) por 25 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, las bacterias se diluyeron 30 veces en medio LB y se midié su
crecimiento incubando a 37 °C. Con respecto al control sin H,O,, se observé que la cepa
que expresa CAT-3 crece un 80% con 10 mM y 65% con 30 mM de H,0,; la cepa que
expresa el TDC3 crece un 70% con 10 mM de H,0,, pero pierde viabilidad paulatinamente
a mayores concentraciones de H,O, y deja de crecer a 30 mM H,0,. Las cepas Hsp3l y
CAT-3*P presentan una caida dréstica de la viabilidad de 5 mM de H,O, en adelante que

es similar a la cepa UM2, que no expresa ninguna chaperona (Figura 21 A).

Debido a que en este ensayo no se puede inhibir la actividad de catalasa de la CAT-3 sin
afectar las bacterias, se realizé una sustraccion de los valores del TDC3 de los de la CAT-
3, para hacer explicito sélo el efecto de la actividad de catalasa (sin el efecto de la
chaperona). Se observa que la contribucion de la actividad de catalasa al crecimiento es
principalmente a concentraciones altas de H,O, (20-35 mM). Para determinar el efecto de
la actividad de chaperona de la CAT-3 se sustrajeron los valores de la curva de Hsp31 a los
del TDC3. Se observa que el efecto de chaperona del TDC3 es mayor a concentraciones
bajas de H,O; (7-15 mM) (Figura 21 B).
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Figura 21. Crecimiento de E. coli después de un estrés oxidante cuando
expresa una chaperona. A) Crecimiento a las 48 h después de la incubacién por
25 min con diferentes concentraciones de H,0O, (0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 y 30 mM):
Hsp31 (circulos vacios), CAT-3 (triangulos rellenos), TDC3 (triangulos vacios) y
CAT-3"™° (cuadrados rellenos). Como control se emple6 la cepa UM2 de E. coli
(circulos rellenos). B) Efecto en el crecimiento de cada actividad de la CAT-3: la
curva TDC3 se restd de la curva CAT-3 para mostrar el efecto de la actividad de
catalasa (circulos rellenos), la curva Hsp31 se rest6 de la curva TDC3 para mostrar
el efecto de la actividad de chaperona de la CAT-3 (circulos vacios).

4.1.3. Crecimiento de E. coli en estrés osmatico

Se crecieron las cepas en presencia de diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7
y 1 M) y se observd que todas se ven afectadas en su crecimiento sin haber grandes
diferencias (Figura 22). Sin embargo, en comparacion con el control, las cepas CAT-3 y
TDC3 crecen mejor (90% vs 64% a 0.3 M y 50% vs 28% a 1 M) y la Hsp31 tiene un
crecimiento intermedio (78% a 0.3y 40% a 1 M).
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Figura 22. Crecimiento de E. coli durante un estrés osmotico cuando expresa
una chaperona. Porcentaje de crecimiento de las cepas de E. coli en presencia de
diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.15, 0.3, 0.7 y 1 M) por 24 h. Hsp3l
(circulos vacios), CAT-3 (triangulos rellenos), TDC3 (triangulos vacios) y
CAT-3"™ (cuadrados rellenos). Como control se emple6 la cepa UM2 de E. coli
(circulos rellenos).

4.2. La funcién fisiolégica de la actividad de chaperona del dominio C-terminal

de la catalasa-3 en el hongo N. crassa

4.2.1. Separacion de los dos dominios de actividad, de catalasa y de

chaperona, de la catalasa-3 etiquetados con proteinas fluorescentes

Para determinar la funcién fisioldgica en el hongo de la actividad de chaperona de las LSC,
se generaron mutantes de la CAT-3, separando el dominio con actividad de catalasa y el
dominio con actividad de chaperona y cada dominio se etiqueté con una proteina
fluorescente diferente. Estas mutantes se construyeron para observar la localizacion de la
CAT-3 en condiciones fisiologicas en el hongo, asi como la caracterizacién del fenotipo en
condiciones con y sin estrés durante el crecimiento y la diferenciacion celular en el proceso
de la reproduccion asexual.

Para etiquetar el dominio con actividad de catalasa se empled el gen cat-3 sin la region del
dominio C-terminal (del residuo de aminoacido 1 al 560, 1.7 kb) afiadiendo en el extremo

carboxilo la secuencia del gen de la proteina verde fluorescente (0.5 kb). Esta construccion
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se disefio para insertarse por recombinacion homdloga en el locus cat-3. Como mecanismo
de seleccion se afiadio el marco de lectura abierto del gen que confiere la resistencia a
higromicina (hph), expresado bajo el control del promotor del gen de trpC implicado en la
biosintesis del triptéfano para conseguir una expresion constitutiva (Figura 23 A). Se
insertd la construccion en el plasmido pCold | y se verifico por secuenciacién que no
presentara mutaciones. Con esta construccion se transformé la cepa Aal-7;,Amus-51 y se
verifico su insercion en cat-3 por PCR de punto final (Figura 23 C). Se utilizé el fondo
genético Aal-1, una mutante que no sintetiza carotenos, ya que producen fluorescencia, y

Amus-51 para evitar la recombinacion heteréloga. La cepa obtenida se denomind CAT-

ATD/GFP
3 :

Para etiquetar el dominio con actividad de chaperona se emple6 la region del gen cat-3
correspondiente al dominio C-terminal (del residuo de aminoacido 568 al 719, 0.5 kb) y se
le fusiono en el extremo amino la secuencia del gen de la proteina mCherry monomérica
(1.4 kb). Se inserto esta construccion en el plasmido pJV15-2 (Ramirez Cota, 2010), rio
abajo del promotor ccg-1, que responde a la luz. Este plasmido contiene las secuencias
necesarias para insertar por recombinacion homoéloga en el locus his-3 (Figura 23 B). Se
uso la cepa Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3" como fondo genético para seleccionar aquellas
mutantes que complementaran la auxotrofia de histidina. EI plasmido se secuenci6 para
comprobar que no presentara mutaciones y con él se transformo el hongo; posteriormete,
las mutantes seleccionadas se verificaron por PCR punto final (Figura 23 D). La cepa
escogida se denominé mCherry/TDC3.

La cepa doble mutante se obtuvo a partir de la cruza sexual entre la cepa CAT-3*T"%F y |a
cepa mCherry/TDC3. Las mutantes dobles se seleccionaron por la resistencia a
higromicina y por no presentar la auxotrofia a la histidina. Las cepas mutantes obtenidas se

verificaron por PCR punto final para las dos construcciones (Figura 23 E, F).
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Figura 23. Construcciones para etiquetar los dos dominios de la CAT-3 con
proteinas fluorescentes y la comprobacion de las cepas por PCR. A)
Representacion de la construccion del gen cat-3 sin el dominio C-terminal (cat-3
sin TD) etiquetada con la proteina verde fluorescente (GFP) en su extremo
carboxilo. Se afiadi6 el terminador del triptdfano (tTrp) seguido del promotor del
triptéfano (pTrp) y el gen de la resistencia a higromicina (hph). Esta construccion
se disefid para insertarse en el locus del gen cat-3 por recombinacion homologa,
usando como las regiones de recombinacion el gen sin el dominio C-terminal (1.7
kb) y una secuencia de 1.5 kb rio abajo del gen. B) Representacion de la
construccion para etiquetar el dominio C-terminal de la CAT-3 (C-term) con la
proteina mCherry en su extremo amino. Se le afiadié el promotor ccg-1 presente en
el plasmido pJV15-2. Esta construccion se disefio para insertarse en el locus his3
usando las regiones his3 5’y his3 3’ presentes en el plasmido pJV15-2. C)
Comprobacion por PCR de la cepa mutante CAT-3*""9*"_ Se amplifico a partir del
DNA genomico de la cepa mutante y la cepa WT la region del gen cat-3 previa al
dominio C-terminal y unas 100 pares de bases rio abajo del gen que corresponden a
500 pb en el gen WT y a 2.9 kb si se inserto la construccion. D) Comprobacion por

mCherry/TDC3
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PCR de las cepas mutantes mCherry/TDC3. Se emplearon los oligonucledtidos
especificos para amplificar el gen mCherry unido al dominio C-terminal de la
CAT-3 con un tamafio de 1.9 kb, usando el DNA gendémico de las cepas mutantes y

la cepa WT. E) Comprobacion por PCR de la presencia de la construccién CAT-

34TP/GFP e Jas cepas mutantes dobles obtenidas por cruza. Se us6 para ello el DNA

gendmico de las cepas obtenidas por la cruza, la mutante CAT-3*™ y |a cepa
Aal-1;Amus-51 que se emple6 como fondo genético para la mutante sencilla. F)
Comprobacion por PCR de la presencia de la construccion mCherry/TDC3 de las
cepas mutantes dobles obtenidas por cruza sexual. Se us6 para ello el DNA
gendmico de las cepas obtenidas por la cruza, la mutante mCherry/TDC3 y la cepa
Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3" que se empleé como fondo genético para la mutante

sencilla.

4.2.2. Fenotipo de las cepas mutantes

Para determinar la importancia fisioldgica de cada actividad de la CAT-3 en el hongo se
caracterizd el fenotipo de las cepas con las proteinas mutantes, la doble mutante y las cepas
que sirvieron como fondo genético y la WT en condiciones de crecimiento y en estres.

4.2.2.1. Caracterizacion del fenotipo de las cepas en condiciones sin estrés

El crecimiento de las distintas cepas en VS-agar a 30 °C se determind en presencia de luz
ambiental (Figura 24). Se observd que la cepas Aal-1;Amus-51 (usada como fondo
genético para la cepa Aal-1;CAT-3*TP°*") present6 una velocidad de crecimiento similar a
la cepa WT, mientras que la cepa Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3™ (usada como fondo genético
para la cepa Aal-1;mCherry/TDC3) mostré una reduccion de la velocidad de crecimiento
del 41.3% con respecto a la cepa WT, indicando que la falta de la CAT-3 afecta el

crecimiento. La cepa Aal-1;CAT-3*TP/CGF?

tiene un crecimiento de 11.4% menor que la
WT, sugiriendo que la falta del dominio C-terminal de la CAT-3, que tiene actividad de
chaperona, también afecta el crecimiento, pero menos que la falta de la CAT-3 completa.
La cepa Aal-1;mCherry/TDC3 tiene una reduccion en la velocidad de crecimiento del
35.2% pero crece mejor que la cepa Aal-1;Acat-3;,Amus-51;his3", indicando que la

actividad de chaperona del TDC3 mejora el crecimiento en comparacion con la cepa sin
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CAT-3. La Aal-1;doble mutante presenta una velocidad de crecimiento igual que la cepa

silvestre, mostrando que se requieren las dos actividades de la CAT-3 para reestablecer el

crecimiento de la WT (Figura 24). El resultado muestra que la actividad de catalasa-3 es

importante para el crecimiento. La actividad de chaperona también tiene un efecto sobre el

crecimiento, pero menor al de la actividad de la catalasa. La cepa doble mutante se

comporta de manera similar a la WT.
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Figura 24. Crecimiento de las diferentes cepas en condiciones sin estrés. A)
Curvas de crecimiento de las diferentes cepas en medio VS-agar a 30 °C. El
crecimiento (distancia desde el origen en cm) se midié cada 12 horas durante tres

dias en tubos de pista, en donde el hongo solo crece en una direccion: WT (rombos
rellenos), Aal-7;Amus-51 (cuadrados rellenos), Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3
(circulos  rellenos),  Aal-1;CAT-3*™S*  (tridngulos  rellenos),  Aal-
1;mCherry/TDC3 (rombos vacios), Aal-1;doble mutante (circulos vacios). B)

Velocidad del crecimiento en cm/h de las diferentes cepas. Las mediciones se

realizaron por triplicado.
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Para determinar si durante la durante el proceso de conidiacion en N. crassa la
actividad de chaperona tiene importancia fisiologica, se caracteriz6 el fenotipo de las
diferentes mutantes durante este proceso. Se evalu6 la produccion de conidios, de
micelio aéreo y la germinacion de los conidios de las diferentes mutantes en

comparacion con la cepa WT.

Para medir la produccién de conidios se hicieron germinar 1 x 10° conidios en tubos
inclinados con medio VS-agar sin estrés durante cinco dias. Los conidios producidos
se suspendieron en agua y se contaron en una cdmara de Neubauer (Figura 25). Se
observé que la cepa Aal-/;,Amus-51 produjo una cantidad de conidios similar a la
cepa Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3" que generé mas del doble de conidios que la WT.
Tanto la mutacién Aal-1 como la mutacion Acat-3 causa una mayor produccién de
conidios (Michan et al., 2003), aunque el efecto no es aditivo. La mutante Aal-
1;CAT-3*TC*F produce una menor cantidad de conidios que la cepa Aal-1;Acat-
3,Amus-51;his3’, indicando que la actividad de catalasa de la CAT-3 restituye casi
por completo el fenotipo silvestre, ya que produce un 27% mas conidios que la WT.
La cepa Aal-1;mCherry/TDC3, que no tiene la actividad de catalasa-3 pero si de
chaperona, produce 81% mas de conidios que la WT. La cepa Aal-1;doble mutante,
que tiene las dos actividades, produce solo un 7% mas de conidios que la WT
mostrando un fenotipo mas parecido a ésta que las mutantes sencillas (Figura 25). El
resultado muestra que la ausencia de actividad de catalasa-3 aumenta
considerablemente la formacion de conidios. La falta de actividad de chaperona
también aumenta el nimero de conidios, pero menos que la ausencia de la actividad

de la catalasa. La cepa mutante doble es similar a la WT.
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Figura 25. Conidiacion de las diferentes cepas. Nimero de conidios por pul
producidos por las diferentes cepas en condiciones de crecimiento. Se crecieron 1 X
10° conidios en tubos inclinados con medio VS-agar, se crecieron por tres dias en
oscuridad a 30 °C, para inducir la conidiacion posteriormente se incubaron por dos
dias en luz a 25 °C. Cada barra es el promedio del resultado de siete experimentos

independientes.

Se cuantifico la produccion del micelio aéreo midiendo su altura en tubos de ensayo,
sin estrés (Figura 26). Se observé que la cepa Aal-1;Amus-51 y la cepa Aal-1;Acat-
3,Amus-51;his3” producen un 33 y 38% mas micelio aéreo que la cepa WT
respectivamente, lo cual se explica por las mutaciones Aal-1 y Acat-3 (Michan et al.,
2003). Las mutantes Aal-1;CAT-3*""%F Aal-1;mCherry/TDC3 y la Aal-1;doble
mutante producen un 5-15% mas micelio aéreo que la cepa silvestre. Sin embargo,
debido a que la desviacion estandar es grande faltaria hacer la comparacion
cuantificando la proteina total del micelio aéreo de cada cepa.
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Figura 26. Produccion del micelio aéreo de las diferentes cepas. Altura del micelio
aéreo formado por las diferentes cepas en tubos de ensaye de 20 x 1.5 cm. El hongo se
hizo crecer a partir de 1 x 10° conidios en medio VS-agar, con una relacion 1:3
aire/medio, durante tres dias en oscuridad a 30 °C y posteriormente durante dos dias
en luz a 25 °C. Cada barra es el promedio del resultado de tres experimentos

independientes.

Para determinar el porcentaje de germinacion se inocularon 200 conidios en medio
de colonia aislada en una caja Petri, se dispersaron y se contaron las colonias
germinadas cada 24 h (Figura 27). Se observo que las cepas WT, Aal-1;Amus-51,
Aal-1;CAT-3*TY*P y |a Aal-1;doble mutante, germinan alrededor del 70% de los
conidios durante las primeras 24 h y alrededor de 94% a las 48 h. Las cuatro cepas
tienen actividad de catalasa-3 y también de chaperona a excepcion de la CAT-
3ATDIGFP ) 3 cepa Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3” presenta un retraso en la germinacion,
ya que solo el 29% de los conidios germinan durante las primeras 24 h'y un 48% a
las 48 h. Esta cepa carece tanto de actividad de catalasa-3 como de chaperona. La
cepa mutante Aal-1;mCherry/TDC3 también presenta un retraso en la germinacion
aunque menor que la anterior, dado que el 25% de sus conidios germinan en las

primeras 24 h y un 78% a las 48 h. Esta cepa carece de la actividad de catalasa-3
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pero si tiene actividad de chaperona. El resultado muestra que la actividad de
catalasa-3 es importante para la germinacion y también la actividad de chaperona
aunque menos que la actividad de catalasa. La doble mutante es similar a la WT.
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Figura 27. Porcentaje de germinacion de las diferentes cepas. Porcentaje de
conidios germinados de las diferentes cepas a las 24, 48 y 72 h de incubacién a 30
°C en medio de colonia aislada. Cada barra es el promedio del resultado de tres

experimentos independientes.

4.2.2.2. Crecimiento de las cepas en condiciones de estrés por calor

Se observd el crecimiento de las diferentes cepas en condiciones de estrés por calor
incubando a 42 °C en medio VS-agar en presencia de luz, condicion en la que se
induce la mCherry/TDC3 (Figura 28 A, B). A esta temperatura todas las cepas crecen
menos que a 30 °C (Figura 24). Las cepas WT, 4al-1;,Amus-51 y la Aal-1;doble
mutante crecen de manera similar y la reduccion en la velocidad de crecimiento es
del 60% en comparacion con el de 30 °C. En estas condiciones las tres cepas tienen

actividad de catalasa y de chaperona. La cepa Aal-1;CAT-ATP/GFP

crece un 65%
menos a 42 que a 30 °C. Esta cepa tiene actividad de catalasa-3, pero no de
chaperona. En contraste, la cepa Aal-1;Acat-3;,Amus-51;his3” no puede crecer a 42

°C ya que carece tanto de la actividad de catalasa-3 como de chaperona. En cambio

71



la cepa 4al-1;mCherry/TDC3, que induce la actividad de chaperona con la luz, si

presenta crecimiento, aungue con una reduccién del 83% con respecto al de 30 °C.

Al crecer las cepas a 42 °C en ausencia de luz (Figura 28 C, D), condicién en la que
se deja de inducir mCherry/TDC3, se comportan de manera similar la cepa WT vy la
Aal-1;Amus-51, aunque la primera crece un poco mejor. La mutante doble y la Aal-
1;CAT-3TS*F crecen un poco menos. Ambas tienen actividad de catalasa-3, pero
no de chaperona; la mutante doble en la oscuridad no induce el TDC3 y crece 15%
menos que con luz. La cepa al-1;Acat-3;Amus-51;his3" no crece a 42 °C y la cepa
Aal-1;mCherry/TDC3 en la oscuridad deja de crecer después de las primeras 24 h.
En estas condiciones estas dos cepas carecen de actividad de catalasa-3 y de

chaperona.

Los resultados muestran que la CAT-3 es indispensable para el crecimiento del
hongo a 42 °C. Ambas actividades son necesarias: en comparacion con la WT, la
actividad de catalasa-3 permite un crecimiento del 83%; la actividad de chaperona
del 22%.
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Figura 28. Crecimiento de las diferentes cepas a 42 °C. A) Curvas de
crecimiento de las diferentes cepas en medio VS-agar a 42 °C en presencia de luz
ambiental. El crecimiento (distancia desde el origen) se midié cada 12 horas
durante tres dias en tubos de pista: WT (rombos rellenos), Aal-1;Amus-51
(cuadrados rellenos), Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3” (circulos rellenos), Aal-
1;CAT-3™SF" (triangulos rellenos), Aal-1;mCherry/TDC3 (rombos vacios), Aal-
1;doble mutante (circulos vacios). B) Velocidad del crecimiento en cm/h de las
diferentes cepas a 42°C en presencia de luz. Cada barra es el promedio del
resultado de tres experimentos independientes. C) Curvas de crecimiento de las
diferentes cepas en medio VS-agar a 42 °C en oscuridad. La distancia del
crecimiento se midié cada 12 horas por tres dias en tubos de pista: WT (rombos

rellenos), Aal-I;Amus-51 (cuadrados rellenos), Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3
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(circulos rellenos), Aal-1;CAT-3*""“*" (triangulos rellenos), Aal-1;mCherry/TDC3
(rombos vacios), Aal-1;doble mutante (circulos vacios). D) Velocidad del
crecimiento en cm/h de las diferentes cepas a 42 °C en oscuridad. Cada barra es el

promedio del resultado de tres experimentos independientes.

4.2.2.3. Crecimiento de las cepas en condiciones de estrés

oxidante

Se observd el crecimiento de las diferentes cepas en condiciones de estrés oxidante,
adicionando al medio VS-agar diferentes concentraciones de H,O, (0, 1, 3y 5 mM) e
incubando a 30 °C en presencia de luz ambiental. Se observd una reduccion en la velocidad
de crecimiento dependiente de la concentracion de H,O, en todas las cepas (Figura 29 A).
Las cepas WT, Aal-1;Amus-51, Aal-1;CAT-3*T”S*F y |a Aal-1;doble mutante se comportan
de manera similar presentando una reduccion del crecimiento del 17 al 23 % con 1 mM, del
38 al 56 % con 3 mM y de 65 al 79 % con 5 mM de H,0, con respecto al control sin H,O..
Las cuatro cepas tienen actividad de catalasa-3 y también de chaperona a excepcién de la
Aal-1;CAT-3*"TCF | a cepa Aal-1;Acat-3;Amus-51;his3" presenta una reduccién del
crecimiento mayor, de 64 % con 1 mM, de 75% con 3 mM y deja de crecer a los 5 mM de
H.0,. Esta mutante carece tanto de la actividad de catalasa-3 como de chaperona. La cepa
Aal-1;mCherry/TDC3, que no tiene actividad de catalasa-3 pero si de chaperona, también
se ve afectado su crecimiento (73 % con 3 mM y 84% con 5 mM de H,0,) pero menos que
la anterior (Figura 29). En resumen, todas las cepas se ven afectadas en presencia del H,0,,
pero el crecimiento disminuye mas en la cepa sin CAT-3 y se observa un efecto protector,

aungue menor, de la actividad de chaperona.
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Figura 29. Crecimiento de las diferentes cepas en estrés oxidante con H,O..
Las cepas se hicieron crecer en medio VS-agar a 30 °C en presencia de luz
ambiental, adicionando diferentes concentraciones de H,O, de 0, 1, 3 y 5 mM.
Porcentaje del crecimiento tomando el crecimiento de la WT como 100%. Cada
barra es el promedio de tres experimentos independientes
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Discusion

Las chaperonas moleculares constituyen un mecanismo de gran importancia para la
homeostasis de las proteinas durante el estrés y en multiples procesos celulares, proveyendo
a la célula proteccion contra la agregacion de las proteinas. En este trabajo se describe la
actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC en condiciones in vitro, asi
como la caracterizacion del mecanismo de accion y la funcion in vivo, tanto en E. coli como

en N. crassa.

Las LSC, al igual que las chaperonas, se expresan abundantemente y se inducen en
diferentes condiciones de estrés. En N. crassa, la CAT-3 se expresa en abundancia durante

el crecimiento, principalmente en el crecimiento exponencial tardio y al inicio del proceso
de conidiacion (Michan et al., 2002, 2003), mientras que la CAT-1 se expresa en los
conidios y el crecimiento exponencial temprano (Michéan et al., 2002). La CAT-3 de N.
crassa se induce en diferentes condiciones de estrés, como son el estrés oxidante, por calor,
osmotico y en presencia de una mala fuente de carbono o de nitrégeno (Michan et al.,
2002).

Las LSC, ademas de su actividad de catalasa, tienen funcion de chaperona, ya que protegen
de la desnaturalizacion a otras enzimas y son capaces de ayudar a recuperar la
conformacién activa de la ADH después de haber sido desnaturalizada con calor (de
manera independiente del ATP (Figuras 5-9). Las LSC tienen una funcion de chaperona
mejor que la Hsp3l, ya que protegen en mayor porcentaje a otras proteinas de la

desnaturalizacion y a una menor concentracion (Figuras 5-9).

El dominio C-terminal, ademas de conferirle una gran estabilidad a las LSC, es el que
confiere la funcion de chaperona y la eliminacion de este dominio de las LSC resulta en la
pérdida de esta funcién, esta funcion es independiente del resto de la proteina (Figuras 5-9
y Figura S3 del apéndice 1). A diferencia de las otras enzimas antioxidantes con actividad
de chaperona, las LSC conservan sus dos actividades en todas las condiciones, incluso

durante diferentes condiciones de estres (Figura 20-22, 28 y 29).
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Estos datos, junto con los resultados experimentales de este trabajo, sustentan nuestra
hipotesis de que el origen de las LSC es un gen bacteriano de SSC que se fusion6 con una
chaperona tipo DJ-1, que es la estructura que mas se parece al dominio C-terminal, dando
como resultado una catalasa con una mayor estabilidad y con actividad de chaperona,
confiriendo asi a la bacteria una doble ventaja, particularmente en condiciones de estrés por
calor, oxidante u osmoético (Nava-Ramirez & Hansberg, 2020b). Asimismo, nuestros
resultados indican que cuando E. coli expresa la CAT-3 o el TDC3 crece mejor en estrés
por calor, oxidante u osmético, que cuando expresa la Hsp31 (Figura 20-22). Es importante
mencionar que el crecimiento después de un estrés oxidante nos permite diferenciar la
contribucion de la actividad de catalasa de la de chaperona de la CAT-3, al sustraer los
datos del TDC3 de esta Gltima: a concentraciones menores de 15 mM de H,0,, la actividad
de chaperona es la que protege predominantemente; a concentraciones de 20 mM o mas, es
la actividad de catalasa la que protege preferentemente (Figura 21), lo cual estd de acuerdo
con la Ky de la CAT-3 (Diaz et al., 2009). Asimismo, en Arabidopsis thaliana, la funcion
de sus tres SSC depende de la interaccion especifica de éstas con la chaperona NCAL (No
Catalase Activity 1) (Li et al., 2015; Liu et al., 2019).

El mecanismo de accion de la actividad de chaperona del dominio C-terminal de las LSC es
parecido al de otras chaperonas independientes del ATP, como es el caso de Spy de E. coli
(He et al., 2020; Koldewey et al., 2016). Este mecanismo depende de interacciones
hidrofébicas y electrostaticas, las cuales, en el caso del TDC3 y de la CAT-3, son igual de
importantes, ya que ambas contribuyen en la union con las proteinas desdobladas y la falta
de una u otro tipo de interaccién molecular afecta esta actividad de manera parcial (Figura
14-16). Este mecanismo también es similar al de la Hsp31 de E. coli, aunque en este caso
tienen mayor peso las interacciones hidrofébicas (Figura 14, 16). Falta determinar si la
actividad de chaperona del TDC3 depende de su conformacion dimérica o pueden

presentarla también como mondmero.

El dimero del dominio C-terminal de las LSC es diferente al de las otras formas diméricas
de las chaperonas de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl (Figura 6). Utilizando un analisis in
silico se pudo predecir la zona de interaccion del TDC3 con las proteinas mal dobladas, la

cual corresponde al asa del extremo carboxilo de este dominio (Figura 17). Esta asa es una
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diferencia que caracteriza a las LSC que se parecen a la CAT-3 y las que se parecen a la
CAT-1 (Diaz et al., 2009). En ambos tipos de LSC este extremo esta expuesto al solvente y
presenta una region que conserva la similitud de aminoacidos hidrofobicos y con carga a
nivel de estructura (Figura 30). En experimentos de acoplamiento molecular (“docking"), el

asa del TDC3 participa en el 96% de las interacciones (Apéndice 1.5).

Figura 30. Alineamiento estructural y amino&cidos conservados en el dominio

C-terminal de las LSC. A) Alineamiento entre el dominio C-terminal de la CAT-3
de N. crassa, de la PVC de Penicilium vitale y la catalasa de Mycothermus
thermophilus. Se marcaron los aminoacidos méas conservados entre las catalasas
tipo CAT-3. B) Alineamiento entre el dominio C-terminal de la CAT-1 de N.
crassa y la HPII de E. coli. Se marcaron los aminoacidos méas conservados entre las
catalasas tipo CAT-1 C) Alineamiento estructural del dominio C-terminal de las 5
catalasas de subunidad grande. Se marcaron los aminoacidos mas conservados
entre los dos tipos de catalasas. A, B, C) En las estructuras se marcaron los
amino&cidos conservados con un porcentaje de similitud > 90%, en anaranjado los
aminodcidos hidrofébicos, en rojo los aminoacidos con carga positiva y en azul los
de carga negativa. Codigos del PDB: CAT-3 3ej6, CAT-1 1sy7, PVC 2xf2,
MthCAT 5zz1, HPII 6byo0.

Los dltimos 17 aminoacidos del asa que incluyen una region conservada son: 7 aa
hidrofobicos y 9 aa con carga (3 positivos y 6 negativos), mas una glicina. Al eliminar estos
17 aminoacidos del asa se pierde el 85% de la actividad de chaperona del TDC3 y la CAT-3
fortaleciendo la idea de que esta zona se requiere para la interaccion con las proteinas mal

plegadas (Figura 19).
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Para evaluar el papel de cada funcién en la fisiologia del hongo N. crassa empleamos la
CAT-3 debido a que la expresion de esta enzima esta asociada principalmente con las
células en crecimiento (Michéan et al., 2002). Nuestros datos indican que la CAT-3 es
necesaria para el crecimiento del hongo ya que se requiere la presencia de ambos dominios
para restituir el fenotipo WT. Por si solos, la actividad de catalasa tiene un mayor efecto en
el hongo que la actividad de chaperona (Figura 24). Al crecer el hongo en condiciones de
estrés por calor (42 °C), el efecto sobre el crecimiento se ve exacerbado: la CAT-3 es
indispensable para el crecimiento en estas condiciones y ambas actividades son necesarias.
Las cepas que carecen de ambas actividades no pueden crecer en estas condiciones, pero si
crecen, aunque poco si se expresa solo el TDC3, esto es, la actividad de chaperona (Figura
28). Esto se explica debido a que la pérdida de la CAT-3 no es compensada con el aumento

en la expresion de otras catalasas en el hongo (Michan et al., 2003).

Durante la diferenciacion celular, la mutante sin cat-3 presenta una mayor produccién de
hifas aéreas y de conidios (Aguirre et al., 2005; Michan et al., 2003). Aqui mostramos que
la presencia del dominio catalitico de la CAT-3 es suficiente para revertir el fenotipo de la
mutante nula en la generacion de conidios y en el tiempo de germinacion de los conidios.
La presencia del dominio de chaperona también causa una reduccion, aunque menor, de la
cantidad de conidios y del tiempo de germinacién de los conidios en comparacion de la
mutante sin catalasa, no obstante que los conidios estan repletos de CAT-1 (Michén et al.,
2002), razon por la cual al final todas las cepas logran germinar en la misma proporcion
que la WT. La presencia de ambos dominios en la doble mutante recupera el fenotipo de la
cepa WT (Figura 25-27).

La actividad de catalasa-3 es ain mas importante cuando se someten las diferentes cepas a
condiciones de estrés oxidante afiadiendo al medio diferentes concentraciones de H,O,. En
estas condiciones, la presencia del dominio catalitico tiene una reduccién del crecimiento
en comparacion a la cepa WT, mientras que la doble mutante se comporta de manera
similar a la WT. El dominio C-terminal también muestra una contribucion a la
supervivencia aunque en menor grado, ya que se ve menos afectada que la mutante sin
CAT-3 (Figura 29). En resumen, los experimentos con las cepas mutantes de CAT-3 en N.

crassa muestran que la actividad de catalasa-3 es importante y, en algunos casos, como el
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crecimiento a 42 °C, es esencial y que también la actividad de chaperona tiene un efecto,
aunque menor a la de la catalasa-3. En todos los casos la mutante doble recupera el fenotipo

silvestre.

La CAT-3 se secreta al espacio extracelular (Michéan et al., 2003), se ha visto asociada a la
pared celular (Patel & Free, 2019) y sus ortdlogos se han localizado en vesiculas
extracelulares en diferentes hongos (Liebana-Jordan et al., 2021). En Magnaporta grisea se
ha observado que la CAT-B, ortélogo de la CAT-3 de N. crassa, se encuentra unida a la
pared celular, donde juega un papel importante en la integridad de la pared celular del
hongo; la deficiencia de esta proteina genera una disminucion de la masa miceliar y reduce
la patogenicidad del hongo (Skamnioti et al., 2007). Considerando esto, es posible que la
actividad de chaperona del dominio C-terminal tenga una funcion en el espacio
extracelular, por lo que seria importante evaluar si hay afectacion en la pared celular en la

mutante Acat-3 y comparar con las mutantes generadas en este trabajo.

De este trabajo se ha publicado un articulo que incluye la caracterizacion de la actividad de
chaperona in vitro y la supervivencia de E. coli (Apéndice Il). Se planean escribir dos
articulos mas, uno en el cual se describe el mecanismo de accion de chaperona del dominio
C-terminal y otro que describe el efecto in vivo de las dos actividades de la CAT-3, la de

catalasa y la de chaperona, en N. crassa.
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Conclusiones

Las catalasas de subunidad grande tienen actividad de chaperona in vitro de manera similar a la
Hsp31. Previenen la desnaturalizacién de otras proteinas y les ayudan a recuperar su estructura
activa de manera independiente del ATP. Esta funcién de chaperona es debido al domino C-
terminal y es independiente de la actividad de catalasa, ya que el dominio por si solo conserva esta
funcién. Las SSC y las LSC que se les ha quitado el dominio C-terminal no tienen actividad de

chaperona.

El mecanismo de accidn de esta funcidn de chaperona del dominio C-terminal de las LSC depende
de interacciones de tipo hidrofébicas y electrostaticas. La zona de interaccién con las proteinas
parcialmente desnaturalizadas involucra el extremo carboxilo de este domino, ya gue al eliminar el

asa del extremo carboxilo se pierde esta funcion.

La CAT-3 y su dominio C-terminal presentan la funcién de chaperona in vivo al ser expresadas en
E. coli y en N. crassa. Al expresar estas proteinas en E. coli aumenta la supervivencia de la cepa en
condiciones de estrés por calor y oxidante. En N. crassa, son importantes las dos actividades de la
CAT-3, de catalasa y de chaperona. Durante el crecimiento del hongo se requieren ambos dominios
para obtener una velocidad de crecimiento similar a la WT. Ambos dominios son necesarios para la
germinacion. Ademas, durante la formacion de los conidios en el ciclo asexual de N. crassa se

requieren ambos dominios para restituir el fenotipo WT.

La funcién de chaperona también es importante en N. crassa en condiciones de estrés. Al exponer al
hongo a estrés por calor es mas importante la presencia del dominio catalitico de la CAT-3 que el
dominio C-terminal por si sélo; sin embargo, es necesaria la presencia de ambos dominios para
recuperar la velocidad de crecimiento de la cepa WT. En estrés oxidante, la presencia del dominio
catalitico contribuye a una mayor supervivencia del hongo, la presencia del dominio C-terminal por

si solo también tiene un efecto positivo, aunque menor al de la actividad de catalasa.
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Perspectivas

1. Determinar si el dominio C-terminal tiene actividad de chaperona como dimero o
como mondémero

2. Medir la produccion del micelio aéreo de las diferentes mutantes mediante la
cuantificacion de la proteina total

3. Realizar las observaciones de la fluorescencia de las proteinas CAT-3*TP/6FP

y
mCherry/TDC3 en las diferentes mutantes generadas del hongo N. crassa, para
determinar su localizacion celular en condiciones sin y con estrés

4. Corroborar la localizacion celular de las proteinas con etiquetas fluorescentes
mediante microscopia confocal

5. Determinar la integridad de la pared celular de las diferentes mutantes
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Apéndice |

1. Ciclo de vida asexual de N. crassa y descripcion del sistema modelo

Neurospora crassa es un hongo filamentoso perteneciente al filo Ascomycota, clase de los
Ascomycetes, que se caracteriza por presentar un color anaranjado debido a la gran cantidad de
carotenos que produce. El hongo presenta varios tipos celulares, muchos de los cuales derivan de
las células sométicas llamadas hifas (estructura fundamental de los hongos filamentosos). Las
hifas contienen muchos nucleos haploides, son septadas con un poro en medio del septo el cual
estd asociado a un organelo denominado cuerpo de Woronin. Al conjunto de hifas se le conoce
como micelio. N. crassa tiene dos ciclos de vida, uno sexual y otro asexual, siendo este ultimo el

modelo de estudio de nuestro laboratorio este Gltimo.

El ciclo de vida asexual se caracteriza por la germinacion y crecimiento de las esporas asexuales o
conidios, resultando en hifas en crecimiento que en un medio s6lido se pueden unir entre si
mediante hifas mas delgadas constituyendo una colonia. Cuando el micelio en un medio liquido
detecta la falta de nutrimentos o es expuesto al aire, las hifas detienen su crecimiento y se adhieren
entre si dando paso al micelio adherido. A partir del micelio adherido se forma el micelio aéreo,
compuesto por hifas que tienen una pared hidrofébica, las cuales crecen y se ramifican y
posteriormente generaran conidios en sus puntas. Los conidios se dispersaran y germinan en otros
sitios que tengan nutrientes disponibles (Figura S1) (Berlin & Yanofsky, 1985; Toledo et al.,
1986).

En el laboratorio del Dr. Wilhelm Hansberg y Torres se observé que previo a cada estadio
morfogenético del hongo en el ciclo de vida asexual hay un incremento en las ERO intracelulares.
La hipétesis de nuestro laboratorio es que la diferenciacién celular es una respuesta a un estado

hiperoxidante (OH por sus siglas en inglés) (Figura S1) (Aguirre et al., 2005).

93
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Figura S1. Ciclo de vida asexual del hongo N. crassa. Esquema del ciclo de vida
asexual de N. crassa en el cual las transiciones morfogenéticas de este ciclo estan
representadas por imagenes de microscopia electrénica. En rojo se indican los
tiempos en los que se observé un aumento de las ERO intracelulares o estado OH:
cuando las hifas en crecimiento se exponen al aire el OH ocurre en los primeros 3
minutos de exposicion, iniciando la adhesion de las hifas; previo a la formacion de
las hifas aéreas entre las 1.5 a 2.5 h de exposicion al aire; previo a la formacién de
los conidios entre 6.5 a 8.5 h de exposicion y durante la germinacién en los
conidios, entre los 5 a 30 minutos (Aguirre et al., 2005; Hansberg et al., 2008; W.
Hansberg & Aguirre, 1990; Hansberg, 1996).

2. Alineamiento estructural y de secuencia de aminoéacidos entre el dominio C-
terminal de las LSC y Hap31y DJ-1

Los miembros de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfp I contienen un dominio conservado llamado ThiJ
0 DJ-1 que esta relacionado estructuralmente con el dominio glutamino-amidotransferasa tipo |
(GAT) (Bandyopadhyay & Cookson, 2004; Horvath & Grishin, 2001; Lee et al., 2003). En ambas
familias se ha incluido las LCS debido a su dominio C-terminal. La conservacion de la secuencia
entre las distintas proteinas es baja (Figura S1) (Tabla S1-3).
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Figura S1. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del dominio
C-terminal de la CAT-1, la CAT-3, la Hsp31 de E.coli y la DJ-1 de humano

DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31
DJ-1 | -==-emeeee- 12.9/25.7 | 14.8/26.9 16.6/27.2
CAT-1| 12.9/25.7 | = ----------- 11.1/21.1 7.3/17.8
CAT-3 | 14.8/26.9 11.1/21.1| ----------- 6.4/17.1
Hsp31l | 16.6/27.2 7.3/178 | 6.4/171 | ------m-m--

Tabla S1. Valores de la identidad/similitud entre las diferentes proteinas de los

aminodacidos a nivel de su estructura.

22

66

92
131
118
198

127
176
164
264

152
199
189
291

95



DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31
DJ-1 | --=--eeee-- 19.6/33 8.4/12.4 18.5/28.1
CAT-1 19.6/33 | --m-memeee- 17.8/27.6 3.4/6.1
CAT-3 8.4/12.4 17.8/276 | ----------- 9.8/15.5
Hsp31 18.5/28.1 3.4/6.1 9.8/155-|  ------m--

Tabla S2. Valores de la identidad/similitud entre las diferentes proteinas a

nivel de secuencia de aminoacidos

DJ-1 CAT-1 CAT-3 Hsp31
DJ-1 | --e--emee-- 2.05 244 3.03
CAT-1 205 | eemeemeeee- 2.31 28
CAT-3 2.44 25} A R —— 287
Hsp31 3.03 2.8 7. 7/ —

Tabla S3. Valores de la RMSD (en A) del alineamiento de las estructuras

cristalogréficas entre las diferentes proteinas

3. Proteccion de la citrato sintasa y de la -galactosidasa de la desnaturalizacion en

presencia de las catalasas de subunidad grande

La CAT-1, la CAT-3 y la CAT-R (de A. niger), asi como el dominio C-terminal de la
CAT-3, TDC3, presenta actividad de chaperona in vitro protegiendo la B-gal de la
desnaturalizacion en presencia de 8 M de urea y la CS de la desnaturalizacion con calor. La
CAT-A, la CAT-Bov y la CAT-1 sin el dominio C-terminal, C63, no protegen la B-gal ni la
CS de la desnaturalizacién (Figura S2 A, By D, E).

El porcentaje de la actividad conservada presenta una relacion positiva con la proteccion de
la desnaturalizacion. Las LSC y el TDC3 conservan hasta en un 90% de la actividad de la
B-gal y hasta un 70-80% de la actividad de la CS después de los ensayos, mientras que las

SSC y C63 solo conservan un 10% en ambos casos (FiguraS2 C y F).
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Figura S2. Proteccion de la citrato sintasa y de la B-galactosidasa de la
desnaturalizacion en presencia de las catalasas de subunidad grande. A)
Dispersion de la luz (u. a.) generada por la desnaturalizacion de la B-gal 0.5 uM al ser
incubada en presencia de 8 M de urea a 25 °C por 30 minutos: en presencia de BSA
0.5 uM como control (lineal) o en presencia de las otras proteinas al 0.5 uM: CAT-3
(linea 7), CAT-1 (linea 6), TDC3 (linea 4), Hsp31 (linea 5), C63 (linea 3), CAT-A
(linea 2). B) Promedio del valor final de dispersion de la luz de tres experimentos
independientes. C) Dispersion de la luz (u. a.) generada por la desnaturalizacién de la
CS 8 uM por la incubacion a 50 °C por 30 minutos: en presencia de BSA 8 uM como
control (linea 1), o en presencia de 4 uM de: CAT-3 (linea 7), CAT-1 (linea 5), CAT-
R (linea 4), y 8 uM de TDC3 (linea 8), Hsp31 (linea 6), C63 (linea 2) y CAT- A (linea
3). D) Promedio del valor final de dispersion de la luz de tres experimentos

independientes.

4. Determinacion de la participacion de interacciones electrostaticas en la actividad
de chaperona mediante la evaluacion de la proteccion de la ADH de la

desnaturalizacion a diferentes pH
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Se evaluo la proteccion de la ADH de la desnaturalizacion a 45 °C en presencia de una
LSC o de Hsp31 a diferentes pH para determinar si el estado de protonacion de los
aminodcidos con carga tiene algin efecto sobre la actividad de chaperona. Se eligieron
dos amortiguador uno a pH 6 y otro a pH 9 debido a que la actividad de la ADH es similar
en ambas condiciones. Se observé que tanto la CAT-3 como la Hsp31l presentan un
aumento en la sefial de dispersion de la luz a pH 9, sin embargo los cambios son tan

pequefios que no son concluyentes (Figura S3).
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Figura S3. Proteccion de la ADH de la desnaturalizacion a 45 °C en diferentes
pH. Se emplearon los siguientes amortiguadores: fosfato de sodio 50 mM a pH 6,
fosfatos Na/K 50 mM pH 7.8, borato de sodio 50 mM pH 9. A) Dispersion de la
luz (u. a.) generada por la desnaturalizacion de la ADH al ser incubada a 45 °C.
Para el control se us6 BSA a 6 uM con amortiguador a pH 6 (triangulos rellenos),
pH 7.8 (rombos rellenos) y pH 9 (cuadrados rellenos). En presencia de la CAT-3 a
3 uM a pH 6 (circulos rellenos), pH 7.8 (rombos vacios) y pH 9 (triangulos
vacios). En presencia de Hsp31 a 6 uM a pH 6 (circulos vacios), a pH 7.8
(asteriscos) y pH 9 (cuadrados vacios). B) Promedio del valor final de dispersion

de la luz de tres experimentos independientes.
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5. Docking del dominio C-terminal

Para determinar el tipo de interaccion que tendria el dominio C-terminal en solucién se
ralizo un docking empleando el servidor Pydock 3.0. Del resultado obtenido se observo que
el 70 % de las 1000 estructuras obtenidas presentan una dimerizacion parecida a la presente
en el tetrdmero, ademas de que en todas las posibles interacciones hay participacion de los
ultimos 17 aa del extremo carboxilo, como lo observado en las 10 predicciones con mayor

probabilidad de ocurrencia (Figura S4)

Figura S4. Predicciones de interaccion entre dos monémeros del dominio C-terminal de la
CAT-3. Se presentan las 10 predicciones con mejores puntajes y una mayor posibilidad de

ocurrencia de entras los 1000 resultados devueltos por el servidor Pydock 3.0.
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Large-size subunit catalases (LSCs) have a C-terminal domain that is structurally similar to DJ-1 and Hsp31
proteins, which have well documented molecular chaperone activity. Like chaperones, LSCs are abundant
proteins that are induced under stress conditions and during cell differentiation in different microorganisms.
Here we document that the C-terminal domain of LSCs assist other proteins to preserve their active conforma-
tion. Heat, urea, or Hx0, denaturation of alcohol dehydrogenase was prevented by LSCs or the C-terminal
domain of Catalase-3 (TDC3); in contrast, small-size subunit catalases (SSCs) or LSCs without the C-terminal
domain (C3*™” or (63) did not have this effect. Similar results were obtained if the alcohol dehydrogenase was
previously denatured by heat and then the different catalases or truncated enzymes were added. The TDC3 also
protected both the C3*™ and the bovine liver catalase from heat denaturation. The chaperone activity of CAT-3
or the TDC3 increased survival of E. coli under different stress conditions whereas the €3*™ did not. It is
concluded that the C-terminal domain of LSCs has a chaperone activity that is instrumental for cellular resistance

to stress conditions, such as oxidative stress that leads to cell differentiation in filamentous fungi.

1. Introduction

Most proteins have metastable states and many cellular proteins
become partially denatured or acquire a non-functional conformation
under stressful conditions. Molecular chaperones are proteins that as-
sists other proteins to gain their native functional conformation, which
usually is the system’s state of least energy. Chaperone are essential to
all cells and are present in many if not all cellular compartments, or-
ganelles and the periplasm [1-3]. Normal cellular processes, such as
translation [4] and membrane protein transport [5], require assistance
of chaperones. Chaperones are abundant proteins that can proofread
the three-dimensional structures of all cellular proteins [6], never-
theless, expression of many of these proteins increases under different
stress conditions, not only heat shock [7], although many chaperones
are called heat shock proteins (Hsp). A great variety of chaperones have
been described, which can have overlapping functions and usually low
specificity in their interactions with partially unfolded or misfolded
proteins. Thus, there is no satisfactory classification for chaperones.
Some are large and complex, such as Hsp60 (GroEL/ES), Hsp70/
Hsp110 (DnaK), Hsp104 (ClpB) and Hsp90 (HtpG), and utilize ATP to
attain a structural rearrangement, aided by other chaperones, like
Hsp40 (DnaJ), and nucleotide exchange factors. This conformational
conversion is essential for destabilizing misfolded proteins and

subsequent dissociation, enabling proteins to refold into their native
conformation [6]. Low-molecular chaperones, such as the DJ-1/Hsp31
superfamily proteins, the small Hsp (sHsp) and other small-size un-
folding enzymes, do not require ATP for their activity. Many of the
small-size chaperones function as homodimers [8], and some can form
higher order oligomers that regulate their chaperone activity [9-11].
Neurospora crassa asexual spore formation is a response to a re-
current oxidative stress [12-15]. N. crassa has two LSCs, CAT-3 and
CAT-1. CAT-3 is induced during adhesion of hyphae and aerial hyphae
development and CAT-1 during formation of conidia, the asexual spore
[16-18]. Here we describe that LSCs also function as chaperones.
Monofunctional heme-catalases constitute a monophyletic group
that is divided into two kinds and three clades: LSCs (Clade 2) and SSCs
(Clade 1 and 3) [19-21]. LSCs are similar to SSCs but have an addition
C-terminal domain of 100-190 amino acid residues. LSCs are mainly
present in bacteria and fungi and S5Cs are present in all phyla. There
are also kinetic differences between the two kinds of catalases: while
LSCs are activated by H;0, [22-24], SSCs are inhibited by H,05 [25].
Fungi have several monofunctional heme-catalases. Filamentous
ascomycetes (Pezizomycotina) have two types of LSCs (L1 and L2),
probably acquired by horizontal gene transfer from Actinobacteria
[21]. Expression of L2-type are usually induced under stress conditions
and have a signal peptide for protein secretion [18,21,26]; L1-type are
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cytosolic, induced during cell differentiation and accumulate in asexual
spores [16,18,21]. L2 catalases are important for growth and the start
of cell differentiation [16,18]; L1 enzymes are concentrated in spores
and are important for asexual spore germination [27,28]. Pezizomy-
cotina have one to four SSCs [21]. It is generally believed that SSCs are
peroxisomal enzymes, but this is usually not the case in fungi: 75% of
the fungal SSCs analyzed do not have a PTS1 signal for peroxisomal
localization, however Saccharomycotina generally have one perox-
isomal and one cytosolic SSC and do not have LSCs [21].

Here we analyze the function of the C-terminal domain of LSCs. This
domain is conserved in structure but not in its amino acid sequence.
The domain belongs to the DJ-1/ThiJ/Pfpl superfamily [29] and the
class I glutamine amidotransferase-like superfamily [30]. The structure
of the C-terminal domain of LSCs is similar to DJ-1 and Hsp31 proteins.
We describe that the C-terminal domain of LSCs had a chaperone ac-
tivity that can act on other proteins, reverting partially denatured or
misfolded conformations, arising under various stress conditions. C-
terminal domain also gives stability to the catalase enzyme. The cha-
perone activity of the C-terminal domain of LSCs is important for Es-
cherichia coli survival under different stress conditions and probably for
cell differentiation of N. crassa and other filamentous fungi.

2. Materials and methods
2.1. Reactants

The following enzymes were obtained from Sigma-Aldrich: catalase
CAT-A (C3515), CAT-R (Sigma 9001-05-2, discontinued) from
Aspergillus niger and catalase from bovine liver (CAT-Bov) (€9322), al-
cohol dehydrogenase (ADH) from Saccharomyces cerevisize (9031-72-5),
citrate synthase (CS) from porcine heart (C-3269), B-galactosidase (B-
Gal) from Escherichia coli (G3153), bovine serum albumin (BSA)
{A7638), subtilisin A (P5380). Other reagents used were: Isopropyl B-p-
thiogalactopyranoside (IPTG) {(NZYTech MB026), Sephadex G-25
{G2580), LB medium {(Lennox) {L3022), bacteriologic agar
{BD214010), Ampicillin sodium salt {A0166) from Sigma and hemin
from Frontier Scientific (H651-9). Vogel medium was prepared ac-
cording to the instructions of the Fungal Genetic Stock Center,

2.2, Plasmid constructs and expression in E. coli

The catalase-3 gene was cloned from a ¢cDNA into plasmid pSM3
[13] and subcloned into plasmid pColdTM I [31] holding a tag of six
histidine residues at the N-terminal end. Both the C3%TP (residues
1-518) and TDC3 (residues 568-719) were amplified from pSM3 and
cloned into the pCold I plasmid in the Kpnl and Xbal restriction sites,
respectively. The Hsp31 gene was obtained from E. coli DNA by am-
plification with specific oligonucleotides and cloned into the Ndel and
Xbal restriction sites of the pCold I plasmid. The E. coli UM2 strain,
lacking both HPI {(katG) and HPII (katE) catalase activities, kindly do-
nated by P. C. Loewen [32,33] was transformed with one of the three
plasmids.

From an isolated single colony, bacteria were grown overnight in LB
Lennox medium containing 100 mg/mL ampicillin at 37 °C, agitating at
200 rpm. The preculture was diluted 1:10 into fresh LB medium and
continued incubation up to an OD of 0.4 at 600 nm. Expression of the
protein was induced with 1 mM IPTG and 3¢ mM hemin, pH 9.6 was
added to the medium when catalases were expressed, and incubated at
16 °C, with 200 rpm agitation for 48 h.

The expressed protein, tagged with 6 histidine residues, was pur-
ified with a Ni-agarosa (QIAGEN 30250) affinity column following in-
structions of the dealer (5th edition). Fractions containing most of the
protein were concentrated with an Amicon filter (Millipore, either
30,000 Da Z740204 or 10, 000 Da Z740199 cutting size) by cen-
trifugation and verified by PAGE (either 8, 10 or 15% acrylamide) and
stained with Coomasie Brilliant Blue.
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CAT-1 was purified directly from N. crassa conidia following the
method described previously [17]. To eliminate the C-terminal domain,
the purified CAT-1 was treated with subtilisin 1:7 (protease/substrate)
and incubate at 37 °C for 30 min to give the active C63 catalase.

2.3. Chaperone assays

ADH [34] or CS [35], 6 uM, calculated as tetramers, in 50 mM
phosphate buffer, pH 7, was heat denatured at 45 °C or 50 °C, respec-
tively, for 130 min and light scattering was recorded at 360 nm in a
Beckman DU650 spectrophotometer. Control (without a chaperone)
contained 6 pM BSA. CAT-1, CAT-3 or CAT-R were added at either 1.5
or 3 pM, calculated as tetramers, C63 or 34 ar 6 UM, calculated as
tetramers, and TDC3 or Hsp31 at 6 uM, calculated as dimers. Because
TDC3 dimerized under storage at —20 °C, TDC3 was used as soon as it
was purified or stored at —20 °C in the presence of 50% glycerol to
avoid oligomerization. Mixtures were done at RT in a 500 L quartz
cuvette containing 400 uL final volume. C3*™ or CAT-Bov at 6 uM in
50 mM phosphate buffer, pH 7.0, were heat denatured at 55 °C for 150
or 180 min following light scattering at 360 nm in the presence of 3 uM
or 6 uM of TDC3 or 6 pM albumin in the control.

ADH or (3-galactosidase was denatured in 8 M urea [36,371], in Tris
100 mM, pH 8.0, buffer for 30 min. Protein mixtures were done at RT
before adding urea. Thereafter, mixtures were diluted 30 folds with Tris
buffer 100 mM, pH 8.0, to a final ADH or B-galactosidase concentration
of 0.5 pM and immediately light scattering at 360 nm in a Beckman
DU650 spectrophotometer was followed for 180 min at RT.

ADH 6 puM in 50 mM phosphate buffer, pH 7.8, was denatured by
adding 500 uM H0» {calculated with an extinction coefficient of 43.6
M — 1 cm-1 at 240 nm) in a 1 mL quartz cuvette. For this experiment,
catalase activities were inactivated by treatment of each catalase with
3 mM sodium azide at 37 °C for 30 min {23) and eliminating thereafter
the azide by passing through a Sephadex G25 column.

2.4. Enzgymatic activities

After the chaperone assay, ADH activity was measured in 50 mM
phosphate buffer, pH 7.4, following the formation of NADH at 340 nm
in a 1 mL quartz cuvette at 30 °C in a Beckman DU650 spectro-
photometer, using 200 mM ethanol and 1 mM NAD [38].

Zymograms of catalase in gels after PAGE (using 1.44% glycine,
0.3% Trizma base, pH 7.0, 2 h at 150 V) were done as described pre-
viously [18]. Briefly, after PAGE, the gel was incubated in 0.03% me-
thanol for 5 min, washed with water, and then incubated with 0.03%
H>0, for 5 min. After rinsing with distilled water, the gel was immersed
in 10% acetic acid for 1 min and rinsed thereafter with water. The in-
gel activity was revealed by incubating the gel in fresh prepared solu-
tion of ferricyanide and ferric chloride mixture, 0.3 g each in 15 mL
water. The gel stains blue except in the regions were H,O» was con-
sumed by the catalase activity.

2.5. Effect of expression of chaperones on the strvival of E. coli subjected to
different stress conditions

The E. coli UM2 stain was transformed with the pCold™ I plasmid
containing either the Hsp31, CAT-3, TDC3 o C3AT genes or constructs.
A transformed bacterial colony was grown in LB medium, at 37 °C for
12 h with 200 rpm agitation. A 10 mL culture with a OD of 0.01 at
600 nm was grown in fresh LB medium at 37 °C up to a OD of 0.4, and
then the expression of the protein was induced by adding 1 mM of IPTG
and, in the case of CAT-3 and C3*™°, hemin was supplemented at a
15 pM final concentration, incubated at 18 °C and 200 rpm agitation, up
to a OD at 600 nm of 1.7. After 1 h incubation at 37 °C and 200 rpm
agitarion, stress conditions were imposed as follows: heat shock at 55 °C
for 0, 10, 30 or 60 min; oxidative stress by addition of HyO, at G, 3, 5, 7,
10, 15, 20, or 30 mM final concentration. Cultures were diluted with
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fresh LB medium to an OD of 0.05 at 600 nm and transferred to a 96-
wells cell culture plate and incubated in a Synergy Mx a 37 "C. Growth
rate was followed for 48 h by recording OD at 600 nm every 20 min
after an intense agitation for 20 s. For osmotic stress, cultures were
diluted to an OD of 0.1 at 600 nm with LB medium supplemented with
NaCl to a final concentration of 0, 0.15, 0.3, 0.7 or 1 M and growth was
followed as described.

3. Results

DJ-1 and Hsp31 proteins are molecular chaperones that are struc-
turally similar to the C-terminal domain of LSCs (Fig. 1). Multiple
structural alignment was done using the server PDBeFold to compare
the human DJ-1 or the Escherichia coli Hsp31 with the C-terminal do-
main of CAT-1 and CAT-3. The root-mean square deviations (RMSDs)
were taken from the resulting matrices. The human DJ-1 protein
structure is very similar to the C-terminal domain of CAT-1, with a
RMSD of 2.05 A. The C-terminal domain of CAT-3 gave a RMSD of 2.44
Aj; the E. coli Hsp31 structure is leo similar to the C-terminal domain of
CAT-1 and CAT-3, RMSD of 2.8 A and 2.87, respectively, but Hsp31 has
a “cap domain region” [39] which is not present in catalases. In con-
trast, the sequence similarity between human DJ-1 and the C-terminal
domain of CAT-1 and CAT-3 is 26-27% and the similarity of E. coli
Hsp31 and the C-terminal domain of CAT-1 and CAT-3 is 17-18%,
according to the structural alignment matrix. When comparing low
sequence similarity polypeptides that have a similar structure, the se-
quence similarity obtained from the structural alignment seems to be
more reliable than the data obtained from the linear alignment
(Fig. 18).

To test the possibility that a chaperone activity is associated to the
C-terminal domain in LSCs, we expressed in E. coli the cat-3 without the
C-terminal domain (C3*™) and the cat-3 C-terminal domain alone
(TDC3). These isolated peptides were tested in a chaperone assay and
compared with the CAT-3, the CAT-1, purified directly from N. crassa,
the CAT-1 treated with subtilisin to eliminate the C-terminal domain
(G63) (Fig. 28), the CAT-R, a commercially available LSC, and the SSCs:
CAT-A from A. niger and CAT-Bov from bovine liver. The purified 1sp31
chaperone, expressed in E coli, was used as a positive control and BSA as
a negative control. Light scattering was utilized as a denaturing assay,
testing the ADH under three different denaturing conditions: high
temperature, in the presence of urea, or by adding 11,0,. Other two
proteins that are known to denature under various conditions, citrate
synthase and [3-galactosidase, were also tested (Fig. 38).

Heat denaturation of ADH was prevented when it was incubated at
45 °C in the presence of TDC3 or a LSC, either CAT-3, CAT-1 or CAT-R,
whereas almost no effect was observed when in the presence of the
truncated catalases C3*™ or C63, nor in the presence of the $SCs, CAT-
A or CAT-Bov (Fig. 2 A and B). The concentration used in this
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Fig. 1. Structural alignment of the C-terminal do-
main of CAT-1 and CAT-3 and other members of the
DJ-1/ThiJ/Pfpl superfamily. A) Structural alignment
of the C-terminal domain of the CAT -1 (PDB 1sy7,
residues 568-736) and CAT-3 (PDB 2¢j6, residues
568-716) and human DJ-1 chaperone (PDB 4rkw).
B) C~terminal domain of the CAT -1 and CAT-3 and
the E. coli Hsp31 chaperone (PDB 1n57).

experiment for the catalases having no C-terminal domain was twice
the concentration used for the ones containing this domain. There is a
concentration dependent effect for the chaperone activity of the cata-
lases having a C-terminal domain (Fig. 2 A-B and Fig. 4S). To be certain
that the ADH was denatured after the assay, the remaining ADH activity
was determined (Fig. 2 C). Most of the activity (=90%) was preserved
in the presence of TDC3 or the LSCs, CAT-3, CAT-1 or CAT-R, whereas
remaining activity was = 10-20% when in the presence the truncated
catalases C3%™ or C63 or the §8Cs, CAT-A or CAT-Bov.

Similar results were obtained when the ADH was treated with 8 M
urea: the LSCs, CAT-1, CAT-3 and CAT-R or the C-terminal domain of
CAT-3 alone protected ADH from denaturation by urea, whereas the
SSC CAT-A or the C-terminal-truncated catalases 063 or C3*™ did not
(Fig. 2 D and E). The remaining ADH activity after incubation was in
accordance, the C-terminal-containing catalases preserved the ADH
activity while the C-terminal-truncated catalase C63 did not (Fig. 2 F).

Because catalases are induced under oxidative stress [18], a con-
dition in which many proteins are oxidized and partially unfolded
[40,41], we assayed the ADH enzyme when denatured by treatment
with 500 pM H;0,. For this experiment we inhibited the catalase ac-
tivity with azide (3 mM) (23). The azide-inhibited CAT-1 or CAT-3, or
the CAT-3 C-terminal domain alone, TDC3, preserved the ADH from
denaturation by HyO; and also its activity, while the azide-inhibited
CAT-A and the C-terminal-truncated CAT-3, C3*™, did not (Fig. 2 G
and H). Remaining activity was in accordance (Fig. 2 ).

Next we assayed if the C-terminal domain of LSCs not only avoided
denaturation of ADH but also could recover ADH activity once dena-
tured by heat. Both the CAT-3 and its C-terminal domain, TDC3, in the
course of 3 h at RT, could recover the 100% of the ADH activity after
treatment for 2.5 h at 45 °C, whereas the ADH alone recovered about
20% of its initial activity, while the SSC CAT-A had no effect and the
Hsp31 could partially recover activity to about 50% (Fig. 3 A).

We noticed that the CAT-3 without its C-terminal domain, C.
had increased light scattering (Fig. 2 A and B), indicating denaturation
by heat. It has been shown that eliminating the C-terminal domain
destabilizes LSCs [42]. We asked if adding the TDC3 to the €34 would
protect it from heat denaturation. TDC3 protected both the 3™ and
the CAT-Bov from heat denaturation and protection was dependent on
the amount of TDC3 added (Fig. 4).

To test if the unfolding activity of the C-terminal domain was
functional in vive we expressed either the CAT-3, its C-terminal domain
TDC3, the catalase catalytic domain (C3*™) (CAT-3 without the C-
terminal domain) and the Hsp31proteins in E. coli and assayed the
survival of the culture when subjected to different stress conditions.
Proteins were induced with IPTG using the pCold expression system in a
strain without catalases (UM2). After either 10- or 30-min heat shock at
55 °C, the UM2 strain expressing no chaperone presented a decrease in
viability of 50-60%, but was partially protected when expressing

ATD
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Hsp31, 20-30% loss, and fully protected when expressing CAT-3 or
TDC3, even after 60 min heat shock. In contrast, expressing C3°™, an
active but heat labile catalase, was detrimental for survival (Fig. 5).
Survival of E. coli was tested after a 20 min oxidative stress using
different H»O3 concentrations (Fig. 6 A). The UM2 strain expressing no
chaperone did not survive after treatment with 10 mM H,0, and it did
not survive even when expressing Hsp31 or €3, In contrast, when
expressing CAT-3, cells presented a survival of 80% at 10 mM and 65%
with 15, 20 or 30 mM H,0;. When expressing TDC3, cells survived 70%
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at 10, and 50% at 15 mM H,0,; survival rate was increasingly lower at
a higher concentration of H,0,. CAT-3 has two effects on survival of E.
coli under H;0, stress: at lower concentrations of Hz03 (7-15 mM) the
effect is mainly of the C-terminal chaperone activity, while at higher
Hz0: concentrations (20-30 mM) the effect of catalase activity pre-
dominates (Fig. 6 B). At 15 and 20 mM H,0;, both effects sum up to
give a survival of 65%.

Osmotic stress was tested with NaCl, at a concentration of 0.15, 0.3
0.7 and 1 M, but only a slight difference was observed with CAT-3 and
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Fig. 2. Protection of ADH from heat denaturation in the presence of C-terminal containing catalase polypeptides. A) Light scattering of ADH (6 mM) incubated at 45
°C for 150 min, with 6 or 3 mM of catalase protein. Negative control contained 6 mM BSA (closed circles), positive control had 6 mM of Hsp31 (closed rhomboid).
ADH protection from heat denaturation by CAT-3 at 1.5 mM (open circles) and 3 mM (closed inverted triangles), TDC3 (open triangles). The C3ATD (closed squares)
and CAT-A (open squares) had no effect. Some light scattering was observed from the C3ATD peptide. B) Average of three independent assays with the LSCs, CAT-3,
CAT-1 or CAT-R, or the TDC3 peptide, indicating protection of ADH from heat denaturation, while low effect was observed in the presence of the 558Cs, CAT-A or
CAT-Bov or the C-terminal-truncated catalases, C63 or C3ATD. C) Remaining ADH activity (%) after incubation with a 15Cs, either CAT-3, CAT-1 or CAT-R, or the
TDC3 polypeptide, presenting = 80% of the initial activity; the SSCs, CAT-A or CAT-Bov, or the truncated catalases C3ATD or C63 having = 20% of the initial
activity. D - F) Protection of ADH from denaturation by treatment with 8 M urea in the presence of C-terminal containing catalase polypeptides. ) Light scattering of
ADH (0.5 mM} incubated with 8 M urea in the presence of BSA (0.5 mM), negative control (closed circles), or Hsp31 (0.5 mM), positive control (closed rhomboid).
CAT-3 at 0.25 mM (open circles) or at 0.5 pM (closed inverted triangles) and TDC3 (0.5 mM) (open triangles) had a protection effect, whereas CAT-A (0.5 mM) (open
squares) or the C-terminal-truncated C3ATD (0.5 mM) (closed squares) did not. E) Average of three independent assays at 180 min incubation. F} Remaining ADH
activity (%) after 180 min incubation. G, H) Protection of ADH from denaturation by treatment with 500 uM H202 in the presence of C-terminal containing catalase
polypeptides. G) The light scattering of denaturing the ADH (6 mM) incubated with 500 pM of H202 for 150 min, with 1.5, 3 or 6 mM of the other proteins. BSA (6
mM) as negative control (closed rhomboids) and Hsp31 (6 mM) as positive control (open rhomboids). Catalase activity was inhibited with 3 mM of sodium azide.
Protection of ADH from denaturation by H202 was observed in the presence of CAT-3 at 1.5 mM (closed inverted triangles) and 3 mM, (open circles) or with TDC3 (6
mM) (open triangles) and no effect was observed with the C-terminal-truncated C3ATD (6 mM) (closed squares), or the CAT-A (6 mM) (open squares). H) Average of
three independent experiments at 150 min incubation. [} Remaining ADH activity (%) after 150 min incubation.

120 4 its C-terminal domain (TDC3) (Fig. 58).
100 4 4. Discussion

Common feature of molecular chaperones is the capability of these
80 4 proteins to recognize non-native folds of other proteins and assist them
;; to attain its functional conformation. Here we demonstrate that the C-
< 80 A terminal domain of CAT-3 and CAT-1 and another LSC (CAT-R) pos-
= sessed a chaperone activity that avoided denaturation of ADH, CS or j3-
E 40 1 Gal under different stress conditions. Denaturation of ADH by heat,
=) urea, or H,0, was prevented only in the presence of the LSCs C-term-
< inal domain, or the E. coli Hsp31, which was used as a positive control.
20 In contrast, $SCs (CAT-A and CAT-Bov) and the CAT-1 or CAT-3
without the C-terminal domain (C63 and C3*™) did not have such
0 chaperone activity. It is concluded that the C-terminal domain of LSCs
T T T T T T T T T T 1 was capable to avoid denaturation of ADH and other proteins under
0 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 various stress conditions. The C-terminal domain of LSCs probably re-

. . cognizing partially unfolded or misfolded regions of the proteins under

Time (mlﬂ) stress and the interaction of the two proteins by itself promoted the

Fig. 3. Chaperone effect on the recovery of ADH activity after heat denatura- attainment of the enzyme native conformation and the recovery of
tion. ADH (6 uM) was denatured at 45 °C for 2.5 h and thereafter incubated at ~ €nzyme activity. This notion is strengthened by the ability of CAT-3 or
RT in the presence of CAT-3 (3 yM) (closed inverted triangles), TDC3 (6 uM) its C-terminal domain alone to promote refolding of the previously
(open triangles), Hsp31 (6 M) (open squares), CAT-A (6 uM) (closed squares), heat-denatured ADH and regain of its initial activity (Fig. 3). It is re-
ADH alone (open rhomboids). Control: no treatment (closed circles). markable that in this experiment the Hsp31 was less effective than the

CAT-3 C-terminal domain alone.

The C-terminal domain also conferred stability to the catalase cat-
alytic domain C3*™ and to the $SC CAT-Bov and the stoichiometry of
the reaction indicated a one to one interaction (Fig. 4). It also suggests
that LSCs could have evolved in bacteria by a possible fusion of a DJ-1/
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Fig. 4. Protection from heat denaturation of C3%™ and CAT-Bov by TDC3. A) Light scattering of 6 uM catalases incubated at 50 °C in the absence or presence of 3 pM
or 6 pM of TDC3. With 6 pM BSA instead of TDC3: C3°TP (closed circles), CAT-Bov (open triangles); with 3 pM TDC3: €34™° (open circles), CAT-Bov (open squares);
with 6 M TDC3: C3*™ (closed triangles), CAT-Bov (closed squares). B) Mean of three independent experiments at 110 min incubation.

103

104



T. Nava-Ramirez and W. Hansberg

100

80 4

60 4

40 A

Survival (%)

20 4

0 10 20 30 40 50 60 70

Time under heat shock (min)

Fig. 5. Expression of different chaperones and their effect on survival of E. coli
after incubation under heat shock. Cells under heat shock (55 “C) for 0, 10, 30 y
60 min. Labels: E. coli strain UM2 expressing no chaperone (closed rhomboids),
UM2 strain transformed with plasmid pCold I conveying the gene for either
Hsp31 (open rhomboids), CAT-3 (closed inverted triangles), TDC3 (open tri-
angles), C3*"" (closed squares) and induced with IPTG.

Thil/Pfpl superfamily molecular chaperone with a SSC, giving a cata-
lase with an increased stability. Carrying a more stable catalase would
give a bacterium a selective advantage under the various stress condi-
tions that microorganisms are frequent confronted with. This idea is
reinforced by the observed increased survival of E. coli after heat shock
when expressing the CAT-3, a very stable catalase [23] possessing
chaperone activity, compared with the catalase catalytic domain €3*™,
a heat labile active catalase lacking chaperone activity, which was
detrimental for survival; the C-terminal TDC3 alone also conferred full
recovery from heat shock, indicating that the chaperone function of this
domain is critical for heat shock recovery (Fig. 5).

Interestingly, plants have several SSCs that are stabilized by a cat-
alase-specific chaperone which is essential for the three catalase ac-
tivities of Arabidopsis thaliana [43,44]. Moreover, the peroxisomal cat-
alases are protected and activated in A. thaliana by interacting with a
sHsp which in vitro prevents the catalase from thermal aggregation
[45]. In contrast to plants, bacteria have generally one and fungi two
LSCs, which are abundant, stable proteins, having chaperone activity

Free Radical Biology and Medicine 156 (2020) 99-106

and induced under stressful conditions.

Under oxidative stress conditions imposed by adding H»0, to the
culture for 20 min, expressing CAT-3 conferred an increased survival
rate to E. coli due of its catalytic activity, by eliminating entering H,O5,
but also because of its chaperone activity, probably by avoiding ag-
gregation of oxidized proteins. The chaperone effect was evident at
lower H0. concentrations (7-15 mM); the effect of the catalase ac-
tivity was predominant at higher H,O» concentrations (20-30 mM)
(Fig. 6 B), in accordance with the activation by HyO- of LSCs [24]. At
15 and 20 mM H;0,, both effects sum up to have a survival of 65%. The
chaperone activity effect was clearly observed by the survival of E. coli
expressing the enzyme's C-terminal domain alone, that was almost as
effective as the complete enzyme, under conditions of up to
10 mM H,0, concentration added to the culture. At higher H,0; con-
centration (15-30 mM), TDC3 gave an increasingly lower survival rate,
indicating the requirement of catalase activity. The catalytic domain
alone had only a slight effect on survival of E. coli when the H,0,
concentration added was 5 mM or less. Under oxidative stress, the ex-
pressed Hsp31 did not have any effect on E. coli survival, as was also
previously observed [46].

We used the E. coli Hsp31 as a positive control because the structure
of the C-terminal domain of CAT-1 and CAT-3 is structurally similar,
although Hsp31 protein has an extra “cap domain region” [39] that is
not present in the LSCs C-terminal domain nor in DJ-1 (Fig. 1). Inter-
estingly DJ-1/Hsp31 proteins are induced under oxidative stress in
bacteria [46,47], fungi [48-501, animals [51] and plants [52].

Besides, both the E. coli [46,471 and S. cerevisiae [49,53] Hsp31
proteins are induced in the stationary growth phase. Cells in the sta-
tionary growth phase can be considered in a differentiated state be-
cause they present morphological and metabolic characteristics that are
similar to spores: cells having thick walls, that accumulated different
compounds and are virtually in a dormant state [54,55].

Both DJ-1 [56,57] and Hsp31 [58] proteins, besides being mole-
cular chaperones, have a glutathione independent-glyoxalase activity
(glvoxalase I11), however see Ref. [59], and the E coli Hsp31 also has a
mild protease activity [60]. DJ-1 and Hsp31 proteins have a catalytic
cysteine followed by a histidine and these two residues are essential for
activity, together with a vicinal glutamic acid or aspartic acid [58].
Neither CAT-3 nor CAT-1 nor other LSCs have these conserved amino
acid residues. In place of the Cys-His, CAT-3 has Gly-Ser and CAT-1 has
Gly-Glu; both catalases do not have Cys residues in the C-terminal do-
main. Thus, the C-terminal domain of these two catalases cannot have
glyoxalase or protease activity, nor can be oxidized by H;0,. The only
common factor of the C-terminal domain of LSCs and Hsp31/Dj-1 is
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Fig. 6. Expression of different chaperones and their effect on survival of E. coli under oxidative stress conditions. A) Cells under oxidative stress for 20 min with a
concentration of HoO, of 0, 3, 5, 7, 10, 15, 20 and 30 mM. Labels: E. coli strain UM2 expressing no chaperone (closed rhomboids), UM2 strain transformed with
plasmid pCold I conveying the gene for either Hsp31 (open rhomboids), CAT-3 (closed inverted triangles), TDC3 (open triangles), C34™ (closed squares) and induced
with IPTG. B) To make the two effects of CAT-3 explicit, the Hsp31 curve was subtracted from the TDC3 curve to show the CAT-3 chaperone effect on survival (open
circles) and the TDC3 curve was subtracted from the CAT-3 curve to show the catalase effect (closed circles).
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that they all possess a molecular chaperone activity.

Filamentous fungi have two LSCs and usually one or two Hsp31. S.
cerevisige has no LSCs and has four Hsp31 orthologs. It could be argued
that LSCs compensates for a low number of Hsp31 orthologues in fila-
mentous fungi. However, the number of Hsp31 genes is highly variable
in both Saccharomycetes and filamentous fungi, ranging from one or
two to occasionally three or more (up to seven) [61].

LSCs are not the only antioxidant enzymes that possess chaperone
activity. It is well known that peroxiredoxins, besides having a function
in eliminating low concentrations of H,O, in the cell and probably
having a role in signal transduction [62], they acquire chaperone ac-
tivity upon oligomerization. In contrast to LSC, which are antioxidant
enzymes and chaperones at the same time, the chapercne activity of
peroxiredoxins does not coincide with the antioxidant activity, but is
related to oligomerization of the hyperoxidized, inactive enzyme
[63,64].

Both CAT-3 and CAT-1 are abundant proteins in N. crasse and are
induced under stressful conditions. Cell differentiation in N. crassa is a
response to oxidative stress; CAT-3 is induced after the first two hy-
peroxidant sates and CAT-1 after the third one. CAT-1 is highly accu-
mulated in conidia and the enzyme is important to contend with the
oxidative stress that is generated during germination. Chaperones are
also abundant proteins, are induced during stress and are important for
cell-differentiation [65]. Thus, there is a general overlap of catalases
and molecular chaperones under stress conditions and the cell differ-
entiation processes of microorganisms, features that would give them a
great endurance for survival.
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ResumEN

Las chaperonas moleculares constituyen un mecamisme importante para evitar la muerte celular provocada por la
agregacion de proteinas. Las chaperonas independientes del ATP son un grupo de proteinas de bajo peso molecular que
pueden proteger y ayudar a alcanzar la estructura nativa de las proteinas desplegadas o mal plegadas sm necesidad de
un gasto energético. Hemos encontrado que el dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande tiene actividad
de chaperona. Por ello, en esta revision analizamos las caracteristicas mas comunes de las chaperonas pequenas y mas
estudiadas como: aB-cristalina, Hsp20, Spy, Hsp33 y Hsp31. En particular, se examina la participacion de los am inoacidos
hidrofobicos y de los aminoacidos con carga en el reconocimiento de las proteinas sustrato, asi como el papel que tiene
la forma dimérica y su oligomerizacion en la actividad de chaperona. En cada una de esas chaperonas revisaremos la
estructura de la proteina, su fimeion, localizacion celular e importancia para la célula.

Palabras clave: chaperonas moleculares, independientes de ATP, mecanismo de accion, dimero, oligomerizacién.

Common characteristics of small dimeric chaperones

ABSTRACT

Molecular chaperones constitute an important mechanism to prevent cell death caused by protein aggregation. ATP-
independent chaperones are a group of low molecular weight proteins that can protect or restore the native structure of
unfolded or mis-folded proteins without expenditure of energy. Because we recently found that the C-terminal domain
of large-size subunit catalases has a chaperone activity, we are reviewing common characteristics of the most studied
low molecular size chaperones, such as uB-crystalline, Hsp20, Spy, Hsp33 and Hsp31. We particularly examine the
participation of hydrophobic and charged amino acid residues in protein substrate recognition and the role of dimer
formation and its oligomerization in the molecular chaperone activity. We review for each of these molecular chaperones
its protein structure, its cellular function and localization, and its importance for the cell.

Keywords: molecular chaperones, ATP-independent, mechanisms of action, dimers, oligomerization.
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INTRODUCCION
aagregacion de proteinas debido ala pérdida de la
! estructura funcional es una de las causas del dafio

que puede conducir a lamuerte celular. Las células
tienen diferentes mecanismos para contrarrestar el
dafio inminente. Uno de los mas importantes lo constituyen las
chaperonas moleculares que se pueden definir como cualquier
proteina que interactia, estabiliza o ayuda a otra proteina mal-
plegada o parcialmente desplegada a adquirir su conformacion
nativa(Hartl & Hayer-Hartl, 2009). Las chaperonas tam bién son
esenciales durante la traduccion para el plegamiento de novo
de las proteinas, para el transporte a traveés de las membranas
de los diferentes compartimentos celulares, en la degradacion
de las proteinas agregadas y en la retencién en el citoplasma de
algunos factores de transcripeion (Hall, 2019, Hartl, Bracher &
Hayer-Hartl, 2011; Kriegenburget al., 2014, Morimoto, 2002).

Inicialmente fueron descritas como proteinas de respuesta al
estrés calorico (Heat Shock Proteins, HSP), pero actualmente
se sabe que pueden ser inducidas con diferentes tipos de
estrés, como: el osmotico, el oxidante, el frio, o la falta de
nutrientes, entre otros (Hartl ef al, 2011). Sin embargo, no
todas las chaperonas se mducen en condiciones de estrés.
Las caracteristicas que las describen de mejor manera son: su
presencia en diferentes compartimentos celulares asi como en
el medio extracelular, su abundancia y gran capacidad para
interaccionar con diversas proteinas sin que la interaccion
dependa de dominios o secuencias especificas (Hartl et al.,
2011, Macario, Conway de Macario & Cappello, 2013).

Las chaperonas moleculares se pueden dividir segin su
dependenciade energiaen dos grandes grupos: las que dependen
del ATPy las independientes del ATP(Hiller & Burmann, 2018,
Suss & Reichmann, 2015). Las chaperonas dependientes del
ATP emplean ciclos de hidrolisis del ATP junto con grandes
cambios conformacionales para reconocer, replegar y liberar
sus proteinas sustrato. Son proteinas de peso molecular alto y
forman oligdbmeros para realizar su actividad de chaperona;
los ejemplos mas estudiados son Hsp60 (GroEL/ES), Hsp70/
Hsp110 (Dnak), Hspl04 (ClpB) v Hsp20 (HtpG) (Hartl et al.,
2011; Hiller & Burmann, 2018)

TLas chaperonas independientes del ATP tienen en comun la
caracteristica de prevenir la agregacion y en algunos casos
ayudar a plegar las proteinas sin necesidad de recurrir a un gasto
energético. Ademas, pueden presentar alguna actividad catalitica
de manera independiente a su funcion de chaperona, como la
de proteasa o de isomerasa (Hall, 2019, Suss & Reichmann,
2015). Estas chaperonas constituyen un grupo diverso y ubicuo
de proteinas que tienen un peso molecular entre los 12 a los
43 kDa (Jaspard & Hunault, 2016).

Debido a su bajo peso molecular, dichas chaperonas han sido
muy estudiadas para tratar de dilucidar su mecanismo de

accion, ya que permiten el uso de téenicas como NMR, SAXS,
FRET y espectrometria de masas combinada con métodos
computacionales para su estudio (Suss & Reichmann, 2015).
El mecanismo de accion de estas chaperonas es similar entre
ellas a pesar de la diversidad estructural que presentan. Se basa
principalmente en la unién de superficies hidrofobas flexibles
con las superficies hidrofobas expuestas de la proteina sustrato,
junto con interacciones de alta afinidad combinadas con una
dinamica de bajaafinidad para estabilizar la interaccion (Webster,
Darling, Uversky & Blair, 2019). La forma dimérica favorece la
flexibilidad de la estructura de las chaperonasvolviéndolas mas
dinamicas (Santhanagopalan et al., 2018; Suss & Reichmann,
2015) y en algunos casos, se pueden organizar en oligomeros
de dimeros (Saio, Kawagoe, Ishimon & Kalodimos, 2018;
Santhanagopalan ef al., 2018).

Recientemente hemos descubierto que el dominio C-terminal
de las catalasas de subunidad grande tienen actividad de
chaperona (Nava Ramirez, 2017; Nava Ramirez & Hansberg,
2020). Este dominio C-terminal se parece en estructura a las
chaperonas DJ-1 y Hsp31. En el tetramero de la catalasa los
dominios C-terminal estan relacionados de manera que forman
dos dimeros. Estamos interesados en dilucidar el mecanismo
molecular de la actividad de chaperona de esos dominios y si
funcionan como dimeros, Por otro lado, en algunas chaperonas
de bajo peso molecular se ha visto la importancia para su
actividad de algunos aminoacidos hidrofobicos v de algunos
aminoacidos con carga que se encuentran en la superficie
de la proteina. El motivo de esta revision es analizar en las
chaperonas de bajo peso molecular la participacion de los
aminodacidos hidrofobicos v de los aminodacidos con carga en
el reconocimiento de las proteinas sustrato, asi como el papel
de la forma diméricay de suoligomerizacion en la actividad de
chaperona. Revisaremos las chaperonas mas estudiadas como
son: las chaperonas pequefias del estrés calorico (sHSP por sus
siglasen inglés), laaB-cristalinay laHsp20, las bacterianas Spy
y Hsp33 y las ubicuas Hsp31. Estas chaperonas forman parte
de una red de defensa de las células para el mantenimiento de
la homeostasis proteica.

aB-crisTaLINA (HsPBS)

La a-Basico-cristalina (oB-cristalina, aBc¢), también
llamada HspB5, es una chaperona de 20 kDa perteneciente
a la superfamilia de las sHSP en los mamiferos {Gruvberger-
Saal & Parsons, 2006). Esta proteina se asocia en solucion
principalmente como un dimero estable, el cual presenta una
mayor actividad de chaperona que el mondmero (Muranova &
Gusev, 2018). A partir del dimero se pueden formar multimeros
que llegan a ser hasta de 40 subunidades (Figura 1 A-C), ya
sean homo-oligdmeros o hetero-oligomeros con otras sHSP
como son las aA-cristalina (aAc), Hsp27, HspB6 y HspBS.
En el eristalino del ojo la interaceion aAc/oBe 3:1 es la mas
abundante (Boelens, 2014).
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Figura 1. Estructura cristalografica del dominio sHSP de la chaperona oB-cristalina de humano. A) Monémero. B) Dimero. C) Oligémero de
24 subunidades, se forma como un dodecamero de dimeros. D) Superficie del dimero. Los aminoacidos hidrofébicos estan marcados en amarillo
y los residuos hidrofébicos que participan en la interaccion con el sustrato en color naranja. Los aminoacidos con carga estan marcados en verde
y los residuos con carga que participan en la interaccion con el sustrato en rojo. Los demas aminoacidos se muestran en azul. Codigo de acceso
del PDB: 2wj7 para el panel A, By D; 2ygd para panel C (Bagnéris et al., 2009; Braun e al., 2011).

La oBc se expresa también en los tejidos de diferentes organos
como: el pulmon, el estdmago, el colon, la vejiga, el cerebro,
el corazon, el musculo esquelético, el higado, el bazoy el timo
(Klemenz, Andres, Frohli, Schafer & Aoyama, 1993). En el
cristalino del ojo la oBc es una de las proteinas mas abundantes
junto con la aA-cristalina, ambas representan el ~40% de las
proteinasdel citoplasmay suestructura confiere latransparencia
al cristalino (Gruvberger-Saal & Parsons, 2006). Anivel celular
se localiza principalmente en el citoplasma (Brodehl et al.,
2017), en la mitocondria (Jin ef al., 2008), en la membrana
plasmatica y en el nicleo (Vos, Kanon & Kampinga, 2009).
Durante el estrés por calor la aBc se traslada a las estructuras
subnucleares conocidas como puntos de “splicing” nuclear, que
son zonas donde se realiza el procesamiento del mRNA (Vos
et al., 2009). La funcion que realiza en este sitio es favorecer
el plegamiento de las proteinas desnaturalizadas, asi como el
transporte de la proteina FBX4, una proteina que se requiere
para la ubiquitinacion de las proteinas y su degradacion (Den
Engelsman et al., 2004; Vos et al., 2009). La localizacion en
esta zona no depende de la interaccion con el DNA o el RNA,
sino que se asocia solo con otras proteinas que estan presentes
en ese sitio (Den Engelsman et al., 2004).

Laestructura de estachaperona es caracteristica de las SHSP, que
en la aBc del humano esta compuesta de la region N-terminal
variable (NTR), que va del aminodcido 1 al 68; el dominio
a-cristalina (ACD), que va del residuo 69 al 150, y la region
C-terminal (CTR), del aminoacido 151 al 175 (Dimauro,
Antonioni, Mercatelli & Caporossi, 2017). El dominio ACD
presentaunaestructura de sandwich compuesta por ocho cadenas
Bantiparalelas conectadas porunbucle interdominio (Figura 1 A,
B). Las cadenas 6/p7 forman la interface de la forma dimérica
(Bagnéris ef al., 2009). En la region CTR hay un motivo IXI/V
(I-P-I/V) que también se encuentra en otras SHSP, que tiene
la capacidad de interaccionar con el surco formado entre las

cadenas B4/p8 del ACD de otro dimero para la formacion de
los oligomeros (Dimauro et al., 2017, Liu et al., 2018).

La principal funcion de aBc es prevenir la agregacion de otras
proteinas, como la a-sinucleina localizada en el cerebro o la
proteina Titin en el corazén, entre otras (Boelens, 2014). La
zona de interaccion con los agregados amiloides incluyen los
aminoacidos K90, K92, V93, 194, 1124, T134, S135, S136
y L137, pertenecientes a las f4/B8, que son también el sitio
de interaccion con el dominio C-terminal de la proteina que
favorece la oligomerizacion (Liu et al., 2018) (Figura 1 D). Se
ha propuesto que el mecanismo de regulacion de la actividad
de chaperona de esta proteina en los diferentes tejidos es a
través de la auto-inhibicion por oligomerizacion, ya que los
multimeros presentan una baja actividad de chaperona en
condiciones normales, mientras que en el estrés se favorece
la disociacion de los multimeros en dimeros, dejando libre el
surco de las cadenas f4/p8, aumentando asi su actividad de
chaperona (Liu et al., 2018).

Hspr20 (HsprB6)

La Hsp20, también conocida como HspB6, es una chaperona
de 17 kDa perteneciente a la familia de chaperonas Hsp20.
Esta familia esta ampliamente distribuida en procariontes y en
eucariontes. Ha sido estudiada principalmente en mamiferos
(Li, Xiao, Zhou, Hu & Yang, 2017).

A diferencia de otras sHSP, la HspB6 humana no forma
oligbmeros grandes sino que forma unicamente dimeros en
solucion, cuya formacion no depende de su concentracion o
de su estado de fosforilacion (Weeks et al., 2014). Aunque
en la rata se ha observado que se forman oligémeros de dos
tipos (van de Klundert ef al., 1998): la forma dimérica que
presenta actividad de chaperona comparable con otras SHSPy
las formas oligoméricas que tienen baja actividad de chaperona
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(Dreiza et al., 2010; van de Klundert ef al., 1998). La HspB6
puede interaccionar con la HspB5 o con la HspB1 y formar
hetero-oligomeros que pueden ir de los 100 a los 300 kDa.
Estaoligomerizacion depende de la temperaturay del estado de
fosforilacion de las sHSP (Bukach, Seit-Nebi, Marston & Gusev,
2004; Seit-Nebi & Gusev, 2009). Por otro lado, la formacion de
hetero-oligomeros regula la actividad de las otras sHSP: en el
caso de los oligémeros de HspB1 se vuelven mas especificos
hacia un sustrato, mientras que en el caso de los oligbmeros de
HspB5 aumentan su actividad, debido a que son especies mas
pequefias que sus homo-oligomeros (Mymrikov et al., 2019).

HspB6 se localiza principalmente en el citoplasma (Rembold
& Zhang, 2001), aunque su localizacion cambia con el estrés.
Por ejemplo, en condiciones de isquemia, migra del citoplasma
a las miofibrillas (Golenhofen, Perng, Quinlan & Drenckhahn,

2004) y con la inhibicion del proteosoma, se transfiere al
citoesqueleto de actina (Verschuure et al., 2002). Esto sugiere
que protege la estructura celular a través de su interaccion con
los componentes del citoesqueleto (Li et al., 2017). HspB6
esta asociada con diferentes tejidos en los que el nivel de
su expresion suele ser alto, como en los tejidos del sistema
cardiovascular, en el musculo esquelético, en el musculo liso
y en el cerebro (Edwards, Cameron & Baillie, 2011). Se ha
observado que la concentracion de la HspB6 esta aumentada
en la sangre de pacientes con enfermedades vasculares, ya que
inhibe laagregacion de las plaquetas (Niwa, Kozawa, Matsuno,
Kato & Uematsu, 2000).

La HspB6 humana es una chaperona de 160 residuos (Figura
2 A-C), que presenta una estructura caracteristica de las SHSP,
conun dominio conservado ACD rigido (delresiduo 61 al 146),

.

A

Figura 2. Estructura cristalografica de la chaperona Hsp20, Spy y Hsp33. Estructuras de Hsp20 o HspB6 de humano A) Monomero. B)
Dimero. C) Superficie del dimero. HspB6 puede formar hetero-oli con la HspBS5 o con la HspB1, estos oligomeros
pueden ir de los 100 a los 300 kDa (Seit-Nebi & Gusev, 2009), sin embargo, no hay estructura cristalografica de estos. Estructuras de Spy
de E. coli D) Monémero. E) Dimero. F) Superficie del dimero. Spy es una proteina dimérica, no se ha observado que forme oligomeros.
Estructuras de Hsp33 de Bacillus subtilis. G) Monémero. H) Dimero. I) Superficie del dimero. Hsp33 es una chaperona dimérica que en
su estado oxidado activo puede formar especies oligoméricas con mayor actividad que el dimero (Akhtar er al., 2004), sin embargo, no hay
estructura cristalografica de estas especies. Los aminoacidos hidrofobicos estan marcados segun lo indicado en la Figura 1. Codigo de acceso
del PDB: Slum para los paneles A, By C (Sluchanko ez al., 2017), 3039 para los paneles D, E y F (Quan e al., 2011), 1vzy para los paneles
G, He I (Janda et al., 2004).

os al inter
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flanqueado por la regién NTR (del residuo 1 al 60) variable
y el dominio CTR (del residuo 147 al 160) (Fan & Kranias,
2010). Una caracteristica importante de esta chaperona es
que su region CTR no presenta el motivo de anclaje TXT/V
necesario para la formacion de los oligémeros y del dimero
en las sHSP (Heirbaut, Beelen, Strelkov & Weeks, 2014). La
region CTR no presenta similitud con la secuencia canonica
para las sHSP, en vez de ello, cuenta con una secuencia rica en
prolina y alanina (Weeks et al., 2014). La dimerizacion de la
HspB6 ocurre por la interaccion del surco hidrofobico de las
cadenas P4/P8 con un motivo tripéptido (TPVPV) de la region
NTR de otro monomero de la HspB6, que suple la ausencia
del motivo de anclaje IXI/V. HEsta interaccion se pude llevar a
cabo con otras sHSP para formar complejos (Heirbaut ef al.,

2014; Weeks et al,, 2014).

La interaccion de la HspB6 con las proteinas parcial o
completamente desnaturalizadas se realiza con los residuos
188, V90, V99, V132, S134 v L156 de las cadenas [}4/P8,
como en otras sHSP (Fuchs et al., 2009). Ademas, la region
NTR es importante para la actividad de chaperona, ya que la
eliminacion total o parcial de los residuos del 21 al 30 y del 41
al 60 disminuye su actividad. Por otro lado, la eliminacion de
los residuos 31 al 35 mejora la capacidad de chaperona de la
HspB6 (Figura 2 C). Esta region esta muy conservada en las
otras sHSP (Heirbaut et al., 2014).

Sey

Laproteina Spy es una chaperona de 16a 18 kDa que pertenece
a la familia Cpx/Spy, presente en protobacterias, endobacterias
yen algunas cianobacterias (Koldewey, Horowitz & Bardwell,
2017, Kwon, Kim, Gross, Gross & Kim, 2010). Esuna chaperona
diméricay sudimerizacion es necesaria para poder interaccionar
con las proteinas sustrato (He, Sharpe, Mazur & Hiller, 2016).
No se ha observado que forme oligdémeros en solucion.

Spy es una proteina periplasmica y su expresion se regula por
los sistemas de dos componentes Bae y Cpx, que monitorean el
plegamiento de las proteinas extra-citoplasmicas (Srivastava,
Lambadi, Ghosh, Pathania & Navani, 2014). La expresion de
Spy aumenta con la exposicion a diferentes tipos de estrés,
principalmente el estrés osmético y por la exposicion a agentes
que alteran la membrana, como el etanol y los antimicrobianos,
y también durante la formacion de esferoplastos (Vogt &
Raivio, 2012).

Spy tiene la funcion de evitar la agregacion de las proteinas
periplasmicas. Debidoalanaturaleza permeable de la membrana
externamuchas proteinas del periplasma se pueden desnaturalizar
(Merdanovic, Clausen, Kaiser, Huber & Ehrmann, 2004). La
actividad de chaperona de Spy también favorece el plegamiento
de las proteinas desplegadas, lo cual es importante debido a la
ausencia de chaperonas dependientes del ATP en el periplasma
(Koldewey, Stull, Horowitz, Martin & Bardwell, 2016).

La proteina Spy de Escherichia coli tiene 161 residuos. La
estructura del monomero consiste en cuatro a-hélices que se
estructuran formando una horquilla larga v curvada (Figura 2
D). La estructura se divide en tres regiones. Dos de ellas con
un alto grado de desorden: laregion 1 o N-terminal, que va de los
residuos 1 al 52 (hélice 1, H1), y la region 3 o C-terminal, que va
del residuo 144 al 161 (helice 4, H4), en cambio, la region 2, que
vade losresiduos 53 al 143 estd mas estructurada y com puesta por
las hélices 2 y 3 (H2 y H3) (Kwon et al., 2010). Las hélices H1
v H2 con la hélice mas larga H3 forman dos puntas que estan
conectadas a través de un asa entre H2 y H3. La formacién del
dimero se da por la interaccion del asa v una regién cercana
(H2 y el N-terminal de H3) de un mondmero con las hélices
H3 con H4 del C-terminal de otro mondmero, de manera
antiparalela. El dimero de Spy tiene una forma ovalada bastante
plana y concava, parecida a una silla de montar (Figura 2 E).
En la region céncava es donde interaccionan las proteinas
sustrato. Esta region tiene cuatro zonas hidrofébicas rodeadas
de aminoacidos hidrofilicos con carga positiva, pertenecientes
a la region N-terminal flexible y al asa que conecta H1 con H2
(Koldewey et al., 2017 Kwon et al., 2010, Wy, Stull, Lee &
Bardwell, 2019) (Figura 2 F).

La proteina Spy ha sido muy estudiada y sirve como modelo
de la interaccion chaperona/proteina sustrato. Esto se debe al
tamafio pequefio de Spy v a que se han identificado algunos
de sus sustratos especificos, como la proteina Im7 (Wu et al.,
2019). El mecanismo por el que Spy favorece el plegamiento
de otras proteinas se debe a que la proteina sustrato se une a la
chaperona a partir de interacciones electrostaticas transitorias
de largo alcance. Este complejo se estabiliza mediante
interacciones hidrofobicas de corto alcance, generando el
colapso hidrofdbico de la proteina desplegada debido al
desplazamiento de las moléculas de agua. Cuando se ocultan
los resicuos hidrofébicos de la proteina sustrato la afinidad
por Spy disminuye, permitiendo asi su liberacion (He et al..
2016; Hiller & Burmann, 2018).

Hsr33

Las Hsp33 son proteinas que van de los 25 a los 33 kDa y
pertenecen a la familia Hsp33. HEstan presentes en la mayoria
de los procariontes asi como en algunos parasitos eucariontes
unicelulares, como los Tripanosomatidos, y también en algunas
algas; no se encuentran en animales (Kumsta & Jakob, 2009;
Segal & Shapira, 2015). La Hsp33 estd normalmente como
mondmero en solucion y es necesario la formacion del dimero
para suactivacion; la formamonomérica presenta una actividad
de chaperona muy reducida (Chi ef al., 2011; Graumann et al..
2001). Eldimeroenestadooxidadoactivopuede formar especies
oligoméricas con mayor actividad que la especie dimérica (un
85% mas eficiente) debido a un aumento significativo en las
superficies hidrofobicas expuestas enlas especies oligoméricas,
lo cual es relevante durante el estrés oxidante en la célula
(Akhtar et al., 2004).
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Figura3. Estructuras cristalograficas de algunas chaperonas delasuperfamilia DJ-1/T hiJ/Pfpl. Estructuras dela Hsp31 de E. coli. A) Monémero.
B) Dimero. C) Superficie del dimero. Estructuras de la DJ-1 de humano. D) Monémero. E) Dimero. F) Superficie del dimero. Estructuras
del dominio C-terminal de la CAT-3 de N. crassa. G) Monomero. H) Dimero. I) Superficie del dimero. Los aminoacidos estan marcados
segun lo indicado en la Figura 1. El arreglo de la forma dimérica puede ser empleada para clasificar las chaperonas de esta superfamilia: las
que se ensamblan como la Hsp31 y las que lo hacen como la DJ-1(Wei, Ringe, Wilson & Ondrechen, 2007). Hsp31 de E. coli puede generar
especies oligoméricas cuando se une el zinc y también con una temperatura mayor a 60°C, formando especies de alto peso molecular (Kim
et al., 2018), sin embargo no hay estructura cristalografica. Codigo de acceso del PDB: 1izy para los paneles A, By C (Lee et al., 2003); 1ucf
para los paneles D, E y F (Honbou ef al., 2003); 3ej6 para los paneles G, H e I (Diaz, Valdés, Rudiiio-Pifiera, Horjales & Hansberg, 2009).

La Hsp33 se localiza principalmente en el citoplasma donde
evita la agregacion de proteinas causada por la oxidacion o por
una temperatura elevada. Por otro lado, en las algas se localiza
en los cloroplastos y es inducida cuando hay fotooxidacion
(Kumsta & Jakob, 2009; Segal & Shapira, 2015). En bacterias
su expresion es constitutiva (~1.5 uM en Escherichia coli) en
ausencia de estrés y aumenta con diferentes tipos de estrés,
como el oxidante, el caldrico o el causado con el HOCI. En
estas condiciones el factor de transcripcion 63 determina su
expresiony el factor transcripeiéon OxyR la aumentaaunmas con
el estrés oxidante (Kumsta & Jakob, 2009; Voth & Jakob, 2017).

La Hsp33 de E. coli esta compuesta por 294 aminoacidos y
consta de dos dominios caracteristicos de su estructura, el

dominio de union al sustrato o N-terminal que va del residuo
1 al 178 y el dominio donde se une el zinc o C-terminal que
va del residuo 232 al 294; los dominios estan conectados
a través de una region de enlace que va del residuo 179 al
231 (Chi et al., 2011; Won et al., 2004) (Figura 2 G, H). La
estructura del dominio donde se une el zinc consta de dos
hélices que forman un angulo recto entre si, ademas de tener
una horquilla de hojas P plegadas y una tercera hélice en el
extremo carboxilo. Este dominio presentaunmotivo conservado
de cuatro cisteinas C-X-C-X -C-X-X-C(232,234,262y
265 en E. coli) que incorporanun ionde zinc (Reichmann et al.,
2012; Wonetal., 2004). En lasalgas, laHsp33 perdi6la primera
cisteina del motivo. Aunque presenta actividad de chaperona
y el zinc se sigue uniendo, su capacidad para reconocer los
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sustratos esta disminuida en comparacion con las Hsp33 de las
bacterias (Segal & Shapira, 2015). La estructura del dominio
que incorpora el zinc tiene un mecanismo de activacion que
funciona como un interruptor redox: la pérdida del i6n de
zinc altera la estructura plegada de la proteina, permitiendo
que las cisteinas se oxiden formando puentes disulfuro. Esta
oxidacion provoca la desestructuracion de la region de enlace
(~40 aminoacidos) que en condiciones normales esta plegada,
esestable e interacciona conla superficie hidrofoba del dominio
N-terminal (Cremers, Reichmann, Hausmann, Ilbert & Jacob,
2010, Groitl et al., 2016, Won et al., 2004). Para su activacion
esnecesaria la presencia simultanea de agentes oxidantes, como
el H,0,, y de una temperatura elevada (> 40 °C) (Graumann
et al. 2001)

LaHsp33 interacciona con las proteinas desplegadas mediante
la desestructuracion de laregion de enlace, lo que lavuelve mas
flexible y expone los residuos hidrofébicos esenciales para su
interaccion con las proteinas sustrato, los cuales estan rodeados
de residuos polares que participan en la interaccion. La zona
de interaccion mas fuerte con las proteinas sustrato involucra
a los aminoacidos F157, M172, F187, L202, L203, W212 y
Y223, mientras que los aminoacidos Y12 v Y39 del dominio
N-terminal presentan un menor numero de interacciones
(Figura 2T). Eldominio C-terminalno estaimplicadoenlaunion
con las proteinas sustrato (Groitl et al., 2016). La Hsp33 ha sido
estudiada como modelo debido a que su funcion de chaperona
se da mediante la interaccion entre una region desestructurada
de la chaperona con las proteinas sustrato desdobladas.

Hsr31

Las Hsp31 son proteinas que van de los 25 a los 33 kDa.
Pertenecen a la superfamilia de proteinas DJ-1/Thil/Pfpl que
estanpresentes en los tres dominios de la vida, siendola proteina
DIJ-1 humana la mas estudiada (Aslam & Hazbun, 2016; Lucas
& Marin, 2007). Losmiembrosde la familiaDJ-1 con actividad
de chaperona se caracterizan por ser proteinas diméricas y
se pueden clasificar segun la forma en la que se unen los
monomeros en el dimero (Jung efal., 2012; Wei, Ringe, Wilson
& Ondrechen, 2007). Algunos miembros de esta superfamilia
se organizan en hexameros cuya unidad principal son dimeros,
como el caso de la proteasa Pfpl en bacterias, pero no se ha
observado que estas proteinas tengan actividad de chaperona
{Jung et al., 2012). Las proteinas mutantes de DJ-1 humana
que inhiben la formacion del dimero carecen de actividad
de chaperona v se degradan (Alvarez-Castelao, Sanchez,
Goethals, Vandekerckhove & Castafio, 2012; Blackinton et
al., 2005). Hsp31 en E. coli se oligomeriza cuando incorpora
un i6n de zine y también con una temperatura mayor a 60 °C,
formando especies de alto peso molecular, lo que incrementa
significativamente suactividad de chaperona debidoal aumento
de la zona hidrofdbica expuesta en la superficie del oligdmero
(Kim et al., 2018).

TLas proteinas Hsp31 se localizan principalmente enel citoplasma
en condiciones normales, tanto en procariontes como en
eucariontes, aunque durante condiciones de estrés también
se localizan en los cuerpos P v en los cuerpos de inclusion
(Aslam & Hazbun, 2016; Bankapalli et al., 2015). La Hsp31
en las levaduras se transloca del citoplasma a las mitocondrias
durante condiciones de estrés, principalmente estrés oxidante, y
contribuye a preservar la integridad mitocondrial manteniendo
el NADPH y por ende el glutation {Aslam & Hazbun, 2016;
Bankapalli et al., 2015). En humanos, DJ-1 no sélo se localiza
en el citoplasma, la mitocondria y los cuerpos de estrés, sino
también en el nicleo, en el aparato de Golgi, en el reticulo
endoplasmico y en las balsas lipidicas de la membrana celular
(Kim et al., 2013; Kim et al., 2012, Moutaoufik ef al, 2019;
Usami et al, 2011).

Aungue en elhumano DJ-1 se ha asociado conmultiples funciones
(glioxalasa/deglicasa, peptidasa, cofactor transcripcional, oxido-
reductasa tipo peroxirredoxina, atrapador de cobre, proteinas
de unidn a hormonas), atn no esta clara su actividad principal
en las células. Sin embargo, la actividad de chaperona es
importante, yaque en el caso de lasmutaciones de DI-1 que tienen
disminuida esta funcion, aumenta la agregacién de proteinas
en las células del cerebro, como la a-sinucleina, asociada con
diferentes enfermedades neurodegenerativas comoel Parkinson
y el Alzheimer (Alvarez-Castelao et al, 2012; Dolgacheva,
Berezhnov, Fedotova, Zinchenko & Abramov, 2019). LaHsp31
de E. coliy las de Saccharomyces cerevisiae tienen actividad de
desglicasa (glioxalasa)y de chaperona (Aslam &Hazbun, 2016,
Bankapallietal . 2015). Ademas, enel casodelaHsp31 de E. coli
se ha observado in vitro que puede ayudar a la recuperacion de
la formanativa de las proteinas después de ser desnaturalizadas
(Sastry Korotkov, Brodsky & Baneyx, 2002). Las diferentes
Hsp31 de S. cerevisiae protegen a la célula de la agregacion
de proteinas y desagregan las fibrillas que se producen durante
el estrés oxidante, el osmotico o una temperatura elevada,
y también evitan la agregacion de la proteina prion Sup35.
Ademas, evaden la toxicidad celular debida a la modificacién
de las proteinas por el metilglioxal, el glioxal o el acido acético,
producidos en la glicolisis. Se ha visto que estan implicadas en
lasupervivenciade las levaduras durante el crecimiento diatixico
y la fase de crecimiento estacionario (Miller-Fleming ef al.,
2014, Skoneczna, Kaniak & Skoneczny, 2015; Tsai et al.,
2015). En E. coli la Hsp31 protege a la célula de la toxicidad
debido a la agregacion de proteinas de manera independiente
de otros sistemas de chaperonas, e incrementa la supervivencia
de las bacterias cuando el pH del medio se acidifica en la fase
estacionaria (Malki, Kern, Abdallah & Richarme, 2003; Mujacic,
Bader & Baaneyx, 2004; Mujacic & Baneyx, 2006).

La Hsp31 de E. coli consta de 286 aminoacidos y tiene dos
dominios caracteristicos en su estructura, el dominio A v el
dominio P, que estan unidos por un asa de enlace flexible
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(Figura 3 A). El dominio A, también llamado dominio Thil,
tiene una estructura tipo Rossmann que estd compuesta por
un arreglo de a-hélices y hojas P antiparalelas. En este arreglo
las a-hélices rodean las hojas [} en forma de sandwich. En el
dominio A se encuentra la triada catalitica Cys-His-Glu(Asp)
caracteristica de la superfamilia DJ-1/Thil/Pfpl;, mientras que
el dominio P es responsable de la dimerizacion. El dimero
presenta una forma concava tipo cuenco en donde hay varios
aminoacidos hidrofébicos rodeados de aminoacidos con carga,
los cuales interaccionan con las proteinas sustrato (Lee
et al., 2003; Quigley, Korotkov, Baneyx & Hol, 2003, 2004)
(Figura 3 B).

La zona de interaccion con las proteinas sustrato no ha sido
identificada completamente, pero paralaHsp31 de E. colise ha
observado una reduccion de la actividad de chaperona al mutar
algunos aminoéacidos hidrofébicos de la zona del cuenco del
dominio Ay del asa de enlace. En el dominio A las mutaciones
F19E, F20E v Y24E reducen la actividad en un 20% mientras
que la mutacion L26E la reduce en un 50-60%. Por otro lado,
las sustituciones L8OE y 1220E en el asa reducen la actividad
en un 60-65%, mientras que L85E lareduce en un 35% (Figura
3 C). Esto sugiere que la interaccion con la proteina sustrato
ocurre en la superficie hidrofébica del cuenco v que laactividad
es regulada por el asa de enlace, que normalmente cubre esta
zona y con una temperatura elevada (> 45 °C) se produce un
cambio conformacional que flexibiliza el asa y expone laregién
hidrofobica (Quigley, Korotkov, Baneyx & Hol, 2004; Sastry,
Quigley, Hol & Baneyx, 2004) (Figura 3 C). En el caso de la
DI-1 humana se considera como posible zona de interaccién
una region hidrofobica extensa en la superficie de la proteina
comprendida por los aminoacidos V146, F162, 1166, A167,
Al178 y L187 (Lee et al., 2003) (Figura 3 D-F).

Las catalasas de subunidad grande (large subunit catalases, LSC)
son proteinas presentes en bacterias, hongos y algunas arqueas,
A diferencia de otras hemo-catalasas tienen un dominio extra
en el extremo carboxilo de entre 100 y 190 aminoacidos (Diaz,
Valdés, Rudifio-Pifiera, Horjales & Hansberg, 2009; Hansberg,
Salas-Lizana & Dominguez 2012). Este dominio C-terminal
se ha incluido en la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl debido a su
parecido estructural con estas proteinas, aunque a nivel de
secuenciano se pareceny tampoco conservan la triada catalitica
caracteristica de la superfamilia (Hansberg, Salas-Lizana &
Dominguez, 2012; Lucas & Marin, 2007) (Figura 3 G-I). Se ha
observado que el dominio C-terminal le confiere estabilidadalas
catalasas en condiciones de estrés calorico (Chelikani, Donald,
Duckworth & Loewen, 2003). Hemos descubierto que este
dominio C-terminal también presenta actividad de chaperona
molecular en condiciones i vitro protegiendo a otras proteinas
de la desnaturalizacion debida a una temperatura elevada, a una
concentracion alta de urea o a la oxidacion con H,0, y es mas
eficiente comochaperonaquelaHsp31 de E. coli (NavaRamirez,
2017). El C-terminal aislado de la catalasa-3 de N. crassa

confiere a E. coli una mayor supervivencia en condiciones de
estrés calorico v oxidante (Nava Ramirez & Hansberg, 2020).
Algunos datos preliminares indican que varios aminoacidos
hidrofiébicos de la superficie del dominio son importantes para
su funcion de chaperona.

PARTICIPACION DE ZONAS HIDROFOBICAS Y AMINO-
ACIDOS CARGADOS

En todos los casos las zonas de interaccion con el sustrato
presentan principalmente aminoacidos hidrofobicos asi
como algunos aminodcidos con carga que pueden interactuar
con la proteina sustrato. En el caso de Spy, el plegamiento
de la proteina sustrato depende del desplazamiento de las
moléculas de agua desde el interior de la proteina debido
a las interacciones hidrofobicas y a la desestructuracion de
los aminoacidos de una region mal plegada mediante las
interacciones electrostaticas, lo que favorece el plegamiento
de la proteina sustrato en su estructura nativa funcional (He
et al., 2016; Hiller & Burmann, 2018).

LA IMPORTANCIA DE IA ESTRUCTURA DIMERICA
Enlos ejemplos mencionados en esta revision, la dimerizacion
de las chaperonas es necesaria y en algunos casos, como los de
Spy, Hsp33 v Hsp31, es esencial para su actividad. La forma
monomérica de este tipo de chaperonas no presenta actividad o
es muy reducida. La formacion del dimero en las sHSP, Hsp31
v Spy favorece los sitios de unidn con la proteina sustrato al
aumentar la superficie hidrofobica, ademas en Hsp31 y Spy
también se favorece la formacién de una estructura concava
que es importante para la interaccion con la proteina sustrato
(Dreiza et al., 2010; Koldewey et al., 2017, Liu et al., 2018;
Sastry et al., 2004). En el caso de la Hsp33 la formacion del
dimero permite la activacion por oxidacion de la chaperona,
esto penera la desorganizacion de una parte de la proteina y
una mayor exposicion de la zona hidrofobica, lo que favorece
la interaccion con las proteinas sustrato (Groitl ef al., 2016).

LA OLIGOMERIZACION CONTROLA LA ACTIVIDAD DE
CHAPERONA

En los casos de las chaperonas que pueden generar oligémeros
el cambio estructural es importante para la regulacion de la
actividad de chaperona, ya sea de manera negativa o positiva.
En la oB-cristalina la formacion de oligomeros de alto peso
molecularregulanegativamente suactividad, ya que involucra
el surco hidrofobico formado por las cadenas (4/B8
que es la zona de interaccion con las proteinas sustrato. En
condiciones de estrés se deshacen los oligémeros y con la
exposicion del surco hidrofobico se incrementa la actividad de
chaperona (Groitl et al., 2016; Liu et al., 2018). En la Hsp31
v la Hsp33 la formacién de oligémeros regula de manera
positiva su actividad, ya que aumenta la exposicion de las
zonas hidrofobicas. En ambos casos se requieren condiciones
de estrés para la oligomerizacion (Akhtar et al., 2004; Kim et
al., 2018). En el caso de la Hsp20 (HspB6), aunque no puede
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formar homo-oligbmeros, la formacion de hetero-oligoméros
regula su actividad de dos formas dependiendo con cual de
las sHSP interacciona: al unirse con HspBl se vuelve mas
especifica a un tipo de sustrato y al unirse a HSpB5 aumenta
su actividad de chaperona en comparacion con las especies de
homo-oligdmeros mas grandes de HspBS (Mymrikov et al,
2019). Esto también ocurre en las chaperonas dependientes del
ATP, las cuales forman complejos que potencian su actividad,
como es el caso del complejo Hsp40/Hsp70 o las Hsp60
(GroEL en bacterias y TRIC en eucariontes) que se organizan
en maquinarias moleculares sumamente complejas (Hartl et
al., 2011). Estos datos sugieren que la estructura oligomérica
de una chaperona es un aspecto relevante y posiblemente sea
un factor determinante para su actividad.
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