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RESUMEN

Las catalasas monofuncionales, las peroxidasas y las catalasa/peroxidasas son enzimas que
estan involucradas en los mecanismos de defensa contra las especies del oxigeno reactivas.
Las catalasa/peroxidasas son enzimas bifuncionales, que tienen actividad tanto de catalasa
como de peroxidasa. Estas enzimas s6lo se han encontrado en eubacterias, en arqueo-bacterias
y en hongos. Se piensa que los hongos adquirieron el gen de la catalasa/peroxidasa por
transferencia horizontal de una bacteria. cat-2 de Neurospora crassa es un gen que no tiene
intrones y que codifica para una catalasa/peroxidasa (CAT-2) de 753 aminodcidos.

CAT-2 es una enzima citosolica, que se induce durante la fase tardia del crecimiento
estacionario, en los conidios y creciendo en una fuente pobre en carbono. A diferencia de otras
CP, la CAT-2 tiene una mayor eficiencia catalitica, un pH optimo mas 4cido para la actividad
de catalasa, una cinética de saturacion de dos componentes y es activa a concentraciones
molares de perdxido de hidrogeno. La proteina tiene los aminoacidos que son necesarios para
la union del hemo y para la actividad de la enzima y que estan conservados en todas las
catalasas-peroxidasas.

Para poder estudiar el mecanismo catalitico de la enzima y su estructura, requerimos
sobre-expresarla y purificarla en cantidad suficiente y de una manera rapida y eficiente. Para
ello amplificamos el marco de lectura abierto del gen cat-2 con la reaccion en cadena de la
polimerasa del ADN (PCR, por sus siglas en inglés) y lo clonamos en un vector de sobre-
expresion (el pQE30). Este vector tiene el promotor inducible con IPTG de la polimerasa del
ARN del fago T5 y los sitios de unidn de los ribosomas para asegurar una traduccion eficiente
del trascrito. Una vez generado el plasmido con el gen insertado (el pQC2-3D), se secuenci6 el
gen para verificar que estuviera libre de mutaciones. Con éste plasmido se transformo la cepa
de Escherichia coli M15/pREP4 y se observo la expresion de la CAT-2. Se optimizo la
expresion de la CAT-2 variando el tiempo de induccidon con IPTG y la concentracion en el

medio del 4cido 8-amino levulinico y del hierro, que se requieren para la biosintesis del hemo.
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I. INTRODUCCION

La tension oxidante y la diferenciacion celular

La diferenciacion celular es un proceso que se lleva a cabo en todos los seres vivos. Esta
relacionado con distintas formas de crecimiento, la resistencia a condiciones ambientales
adversas y con diferentes formas de reproduccion. Por ser un proceso vital se regula a muchos
niveles, siendo la expresion génica uno de ellos. Sin embargo atin no se cuenta con una teoria
general aceptada que explique la diferenciacion celular (Hansberg, 1996).

En 1990 Hansberg y Aguirre propusieron que la diferenciacion celular es una respuesta
al estrés oxidativo. Esta hipotesis considera al crecimiento y estados diferenciados como
condiciones estables en las cuales el nivel de las especies de oxigeno reactivas (ERO) es
mantenido por un balance entre la generacion de las ERO y su eliminacion por enzimas
antioxidantes. De acuerdo con lo anterior, cuando los niveles de las ERO aumenta por encima
de la capacidad antioxidante celular, la célula entra en un estado hiperoxidante. Para
compensar este estado hiperoxidante la célula puede: (1) aumentar el poder reductor derivado
de los nutrientes y asi regresar al estado inicial adaptandose a una condiciéon mas oxidante o
(2) formar estructuras diferenciadas con las que limita la entrada del dioxigeno. Si la célula no
puede adaptarse a las condiciones oxidantes y tampoco puede diferenciarse, muere (Hansberg
y Aguirre, 1990).

Esta hipotesis se baso inicialmente en estudios sobre el ciclo asexual (conidiacion) de
Neurospora crassa. Utilizando este modelo experimental, se vio que al inicio de cada una de
las transiciones morfogénicas de este proceso de conidiacion hay un estado hiperoxidante.
Entre las evidencias del estado hiperoxidante estan: el incremento en la oxidacion de proteinas
y enzimas como la sintetasa de glutamina, la deshidrogenasa de glutamato dependiente de
NADPH, y las catalasas (Hansberg, 1996; Michan et al., 2002), la pérdida del poder reductor
celular (Hansberg, 1996; Toledo et al., 1991), la deteccion de la quimioluminiscencia
producida por algunas ERO y los cambios en los mecanismos antioxidantes (Hansberg et al.,
1993). Ademas, al inicio de la germinacion de los conidios hay una producciéon de oxigeno en
singulete (Lledias et al., 1998).

Se ha mostrado en diferentes organismos eucariotes una correlacion entre el proceso de

desarrollo y la regulacion de las enzimas antioxidantes. Asi, por ejemplo, las catalasas, son



empleadas de manera regulada bajo condiciones ambientales especificas, en diferentes
compartimentos celulares o tipos celulares y etapas del ciclo de vida (Kawasaki et al., 1997,
Michan et al., 2002; Navarro et al., 1996; Peraza y Hansberg, 2002; Rubio, 2001).

De acuerdo a esta hipotesis es de esperarse que la falta de enzimas antioxidantes resulte
en un aumento en los niveles de las ERO y que esto propicie la diferenciacion celular. En
Neurospora se han obtenido cepas mutantes que anulan la actividad de enzimas antioxidantes
y se ha determinado el efecto de estas mutaciones en los procesos de conidiacion y en la
diferenciacion sexual del hongo. La inactivacion de la catalasa 3 resulta en un aumento de la
oxidacion de proteinas, en la produccién de carotenos, en la adhesion de hifas y en una
produccion seis veces mayor en la cantidad de hifas aéreas y de conidios (Michan et al.,
2002). Una mutante de la superéxido dismutasa (cobre-zinc) produce mas carotenos que una
cepa silvestre y tiene alterada la polaridad de los cuerpos fructiferos (Yoshida and Hasunuma,
2004), ademas que manifiesta una conidiacion ciclica.

Ademas de los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes hay otras
evidencias que relacionan la presencia de las ERO con el desarrollo. Recientemente se
encontrd que la produccion de ERO enddgenas por las NADPH oxidasas es esencial para la
diferenciacion sexual en los hongos A. Nidulans (Lara-Ortiz et al., 2003), P. anserina
(Malagnac et al., 2004) y N.crassa (Alvarez-Delfin, 2002; Cano, 2006). Asi, por ejemplo, en
N. crassa, la oxidasa del NADPH NOX-1 es esencial para el desarrollo de las estructuras
sexuales femeninas y, por su parte, la oxidasa del NADPH NOX-2 es necesaria para la
germinacion de las ascosporas (Alvarez-Delfin, 2002; Cano, 2006).

En otros sistemas también se ha demostrado que las ERO o la hiperoxia promueven la
diferenciacion de varios microorganismos tales como, Volvox, Dictyostelium discoideum, y
Caenorhabditis elegans (Aguirre et al., 2005) y de varios tipos celulares, por ejemplo: la
diferenciacion eritroide de las células K562, la diferenciacion de las células HL60, la
diferenciacion osteoclastica de las células HD11EM entre otras (Sauer et al., 2001).

Las evidencias a la fecha indican que las ERO estan relacionadas y probablemente son
requeridas para la diferenciacion celular en células eucariotes. Sin embargo, alin falta por
conocer cudles son los mecanismos relacionados. Una posibilidad es que actlien como
moléculas de senalizacion. Esta idea se apoya en el hecho de que las ERO cumplen con las

caracteristicas para ser consideradas como moléculas de sefializacion. Son compuestos que



estan presentes en todos los tipos celulares, se forman y se desechan rapidamente y algunas se

difunden (Aguirre et al., 2005; Bedard y Krause, 2007).

En el laboratorio a cargo del Dr. Wilhelm Hansberg estamos interesados en estudiar los
procesos de diferenciacion celular en los hongos. Utilizamos N. crassa como modelo
experimental ya que es un hongo no patégeno y de facil reproduccion, sus procesos de
diferenciacion celular son rapidos y se pueden inducir de manera sincronica, sus estadios
diferenciados se pueden separar con facilidad y se pueden obtener en cantidad suficiente para
realizar un analisis bioquimico. Ademds actualmente se puede disponer de las herramientas
moleculares y genéticas para este hongo, ya que su genoma ha sido secuenciado y se cuenta
con gran cantidad de cepas mutantes afectadas en el metabolismo celular o en la

diferenciacion celular (Borkovich ef al., 2004; Galagan et al., 2003).

La diferenciacion celular en el hongo Neurospora crassa

Neurospora crassa es un hongo filamentoso que
pertenece al grupo de los Ascomycetes. Tiene un
caracteristico color naranja debido a que sintetiza
carotenos (Figura 1). N. crassa se describid por primera

vez en 1843 como un hongo contaminante en las

panaderias de Paris. Se ha utilizado como organismo

Figura 1. N. crassa
(foto FGSC#987)

experimental desde 1920. Como modelo biologico ha
contribuido al conocimiento de diversos procesos
bioldgicos, entre ellos, la diferenciacion celular. Produce al menos 28 tipos celulares
morfologicamente diferentes, muchos de los cuales se derivan de las células somaticas
denominadas hifas (Bistis, 2003). Las hifas tienen un crecimiento apical, son multinucleadas,
haploides y contienen septos incompletos.

El proceso de formacion de las esporas asexuales llamadas conidios, comprende tres
transiciones morfogénicas: las hifas en crecimiento se adhieren y a partir del micelio adherido
se desarrollan hifas aéreas especializadas. Estas se ramifican y posteriormente forman los
conidios en sus puntas (Figura 2). Los conidios se dispersan y germinan en un medio con

nutrientes para formar nuevamente las hifas (Borkovich ef al., 2004; Hansberg, 1996).



Figura 2. Estructuras diferenciadas del proceso de formacion de esporas asexuales en
N. crassa a) hifas vegetativas (foto Robert Roberson); b) conidios (Raju, 2003)

N. crassa es un hongo heterotélico es decir que tiene dos sexos, los cuales, estdn determinados
genéticamente por los loci mat-A y mat-a. Cualquiera de los dos sexos puede funcionar como
cepa receptora (femenina) o como cepa donadora (masculina) para la formacion de las esporas
sexuales. Este proceso se induce en un medio restringido de nitrégeno. En estas condiciones se
forma una agregacion de hifas vegetativas en la cepa receptora que genera una estructura
denominada protoperitecio (Figura 3A). El protoperitecio forma tricéginas que, guiadas por
las feromonas, van en pos de nucleos del otro sexo. El nicleo masculino migra por la tricogina
al interior del protoperitecio donde se divide junto con los nucleos femeninos. La hifa
ascogena se septa y forma células con un nucleo de cada sexo. Los nucleos se fusionan dando

una célula diploide. Después de la cariogamia se llevan a cabo las dos divisiones meiodticas

Figura 3. El desarrollo sexual en . crassa
A) protoperitecio (Harris et al., 1975), B) peritecio, (Harris et al., 1975) C) ascosporas (Raju, 2003)

seguidas de una divisién mitdtica por lo que se forman ocho ascosporas dentro del asco. La



estructura que contiene los ascos es el peritecio (Figura 3B). Una vez formadas las ascosporas
(Figura 3C) se genera presion dentro del asco de manera que las ascosporas salen disparadas

por el agujero (ostiolo) que se encuentra en la punta del peritecio (Raju, 1980).

Las especies reactivas del oxigeno

La mayoria de los organismos utilizan el dioxigeno (O,) del aire para obtener la energia
necesaria y asi poder realizar sus funciones vitales. La oxidacion (pérdida de electrones) de los
compuestos que los seres vivos utilizamos como alimento se emplea para generar dicha
energia. Esto ocurre en las mitocondrias mediante un proceso en el que el oxigeno actia como
aceptor final de electrones y es reducido en agua. Dado este uso generalizado se podria
considerar al O, como un compuesto inocuo, sin embargo, hay muchos datos que indican que
el oxigeno también puede ser toxico. Por ejemplo, que las plantas crezcan mejor en ausencia
de O, o que muchos organismos se alejen del O, y se establezcan dentro de un gradiente de O,
a una concentraciéon del mismo que sea la adecuada a sus requerimientos y capacidades
antioxidantes. La toxicidad del oxigeno se explica debido a la formacion de las especies de
oxigeno reactivas (ERO) (Hansberg, 2002).

Las ERO son moléculas derivadas del oxigeno que son mads reactivas que €ste en su
estado basal. Son generadas durante el metabolismo celular e incluyen radicales del oxigeno
tales como el anion superoxido (Oy’), el radical hidroxilo (HO"), el radical peroxilo (HO;) y el
alcoxilo (RO’) y moléculas que actian como agentes oxidantes como el ozono (O3), el

oxigeno en singulete ('05) y el peroxido de hidrogeno (H,0»).

La produccion de especies reactivas del oxigeno en los sistemas biologicos

Las especies reactivas del oxigeno se generan en las células por varias vias (Figura 4). La
mitocondria es el lugar donde se produce la mayor cantidad de ERO. De los electrones que se
transfieren en la cadena respiratoria de electrones, aproximadamente el 0.1% salen de ella y
pueden reducir parcialmente al oxigeno y generar anidon superoxido (O,). Se piensa que esto
ocurre principalmente en los complejos I y III de la cadena respiratoria (Inoue et al., 2003;

Nohl et al., 2005).



El O, también se puede formar con las enzimas como la oxidasa de Ia
hipoxantina/xantina, las lipooxigenasas o ciclooxigenasas y la oxidasa de NADPH asi como
por radiacion y y ultravioleta (Kamata y Hirata, 1999).

La dismutacion del O, genera el H,O,. Esta dismutacion puede ocurrir de manera
espontanea, particularmente a bajo pH, o por la acciéon de la enzima superdxido dismutasa. El
H,0, también puede ser formado por enzimas como: las oxidasas de alcoholes, de azlcares, de
aminoacidos, del glicolato, del &cido urico, o bien las enzimas implicadas en las vias
metabolicas como la —oxidacion de los acidos grasos. Recientemente, se ha descubierto que
en células animales la interaccion de ciertos receptores con sus efectores (como EGF, EGFR,
alL-3, alL-3R) causa la generacion de perdxido de hidrogeno intracelular, el cual podria ser
un mediador quimico importante en la sefializacion de estos receptores (DeYulia et al., 2005).

Pese a que el HO, es una de las ERO menos reactivas, ésta es capaz de inactivar
algunas enzimas. Ademads, puede atravesar las membranas celulares y reaccionar con metales
de transicion como el Fe** o el Cu” formando el radical hidroxilo, el cual es muy reactivo y

puede reaccionar casi con cualquier molécula biologica (Halliwell, 1999).

Figura 4. Produccién de algunas ERO y principales enzimas antioxidantes

El dioxigeno es reducido a superéxido durante la respiracion y a través de la oxidasa de NADPH
(NOX). El superoxido reacciona espontaneamente con otra molécula de superéxido o mediante
la enzima superdxido dismutasa (SOD) y genera peroxido de hidrégeno. La catalasa (CAT)
descompone el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Otras enzimas antioxidantes como la
glutation peroxidasa (GPX) y la peroxirredoxina (PRX) reducen el perdoxido de hidrégeno
formando en agua utilizando al glutation (GSH) y la tiorredoxina (Trx), respectivamente, como
fuente reductora (Cano, 2006).



Mecanismos antioxidantes de las células

Las ERO tienen la habilidad de interactuar con una gran variedad de moléculas. A través de
estas interacciones las ERO pueden destruir o alterar irreversiblemente la funcion de una
molécula blanco. Es por esto que la célula tiene mecanismos para la eliminacion de las ERO.

Las células contienen ademas, una variedad de sustancias que ayudan a contrarrestar
los dafios producidos por las ERO. Algunas de estas sustancias son: la vitamina C (ascorbato),
la vitamina A, la vitamina E (a-tocoferol), los carotenos, los tioles, el urato, la tiorredoxina y
el glutation (Droge, 2002; Sauer ef al., 2001). El glutatién, el NAD(P)H y la tiorredoxina son
los principales reductores celulares y estdn presentes practicamente en todos los seres vivos.

Uno de los principales mecanismos antioxidantes que permiten a la célula contender
con las ERO lo conforman las enzimas antioxidantes entre las que se incluyen la superoxido
dismutasa, las catalasas y las peroxidasas.

Las catalasas son enzimas que dismutan el H,O, directamente en O, y dos moléculas
de agua. Contienen hemo como grupo prostético. Algunas catalasas son muy resistentes a los
agentes desnaturalizantes y a los solventes organicos (Diaz et al., 2004). Las catalasas tienen
un origen en comun y estan presentes en organismos de los tres dominios de seres vivos:
Archea, Eubacteria y Eucariota (Diaz et al., 2005; Klotz y Loewen, 2003).

Las peroxidasas son un grupo extenso y heterogéneo de enzimas que se encargan de
catalizar la reduccion de los peroxidos, entre ellos el H>O,. Las hemo-peroxidasas utilizan el
hemo como grupo prostético pero otras peroxidasas usan atomos de vanadio o de selenio y
otras usan residuos de cisteinas en su mecanismo de accion. Entre las familias de peroxidasas
mas importantes se encuentran las glutation peroxidasas , que reducen perdxidos o proteinas
utilizando el glutation, las peroxirredoxinas o tiorredoxina peroxidasas, que reducen los
perdxidos a partir de electrones provenientes del NADPH a través de la tiorredoxina y de la
tiorredoxina reductasa y las haloperoxidasas que oxidan 4&tomos de haldégenos y que resulta en
la halogenacién de diversos compuestos organicos (Littlechild, 1999).

Las hemo-peroxidasas se dividen en dos grandes superfamilias, la de las hemo-
peroxidasas de animales y la de las peroxidasas de plantas, hongos y bacterias. Esta tltima
superfamilia se ha dividido ademds en tres clases (clase I, II y III) de acuerdo con su
localizacion celular y su funcion (Welinder, 1992). Asi la lignina-peroxidasa y las

peroxidasas de manganeso pertenecen a la clase II, la citocromo ¢ peroxidasa, la ascorbato
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peroxidasa y la catalasa/peroxidasa pertenecen a la clase I y las peroxidasas de secrecion de

las plantas, como la peroxidasa de raiz fuerte, pertenecen a la clase III.

Las catalasa/peroxidasas

Las catalasa/peroxidasas (CP) son enzimas bifuncionales que puede llevar a cabo de manera
eficiente la actividad de catalasa y la actividad de peroxidasa. Estas enzimas han sido
encontradas en algunas arqueas, bacterias y hongos (Welinder, 1991). Se han implicado en la
virulencia entre especies de los patdgenos intracelulares como las Mycobacteria incluyendo
M. tueberculosis, M. bovis, M. leprae, y M. avium (Manca et al., 1999; Ng et al., 2004; Wilson
et al., 1995). También se han implicado como un factor de virulencia en bacterias patdgenas
como E. coli 0137 cepa enterohemorragica (Brunder et al., 1996), Legionella pneumophila
(Bandyopadhyay and Steinman, 1998), Yersinia pestis (Garcia et al., 1999), Burkholderia
cepacia (Lefebre and Valvano, 2001), Burkholderia pseudomallei (Loprasert et al., 2003), y

Pseudomonas aeruginosa (Brown et al., 1995).

El mecanismo catalitico de las catalasa/peroxidasas

Las CP son enzimas capaces de reducir el H,O, con un agente reductor externo (actividad de
peroxidasa) y también de dismutarlo en HO y O, (actividad de catalasa) (Long and Salin,
2000). Tanto en la reaccion de catalasa como en la reaccion de peroxidasa el primer paso de la
reaccion es el mismo y consiste en la oxidacion del fierro del grupo hemo y del anillo
porfirinico. Se rompe el enlace oxigeno- oxigeno del peroxido con dos electrones, uno de los
oxigenos se protona y se libera una molécula de agua y el otro 4&tomo de oxigeno se coordina
con el fierro del grupo hemo (Fig. 5, reaccién 1). Para el rompimiento del enlace O-O, se
transfieren dos electrones de la enzima, uno proviene del fierro y el otro de la porfirina o de un
aminodcido de la proteina. Como resultado se genera una forma de la enzima llamada
compuesto I el cual queda formado por un Fe'V=0 ferroxilo y un radical catiénico que puede
ser porfirinico, de un aminoacido vecino o una mezcla de ambos.

El siguiente paso consiste en la reduccion del compuesto I. En la reaccion de catalasa
la reduccion del compuesto I se lleva a cabo mediante una transferencia de dos electrones a
partir de una segunda molécula de perdxido de hidrégeno (Figura 5, reaccion 2).

En la reaccion de peroxidasa se utiliza un donador de electrones diferente al peroxido
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de hidrégeno para la reduccion del compuesto 1. Este donador de electrones transfiere un solo
electron en dos reacciones secuenciales (Figura 5, reacciones 3 y 4). Asi, se genera una
segunda forma intermediaria de la enzima que se llama compuesto II, en la que la enzima esta
parcialmente reducida, pues so6lo el radical cationico queda reducido a su estado inicial. La
reaccion termina cuando una segunda molécula del donador reduce el compuesto II con lo cual
la enzima regresa a su estado férrico (Fe III) y se libera una molécula de dioxigeno (Carpena
et al., 2006; Hillar et al., 2000; Zamocky et al., 2001). En las CP la reaccion de peroxidasa
ocurre en condiciones en las que hay una baja concentracién de perdxido de hidrogeno y esta

presente un donador de electrones apropiado (Hillar et al., 2000).

Figura 5. Esquema de la
reaccion de
catalasa/peroxidasa

Ambas actividades
Estado nicial H,0, H,0 ) involucran un paso inicial, la

(Porfrina -Fei™ ~_ X R I oxidacion del hemo para
~_ 1 - — Fe — formar el compuesto I

Fe

2 - ule ol (reaccion 1). Una segunda
y— molécula r6xi
| N (Porfirina® -Fe!V=0) olécula de peroxido de

H,0 + 0, H,0, hidrégeno puede reducir el
compuesto [ (actividad de
catalasa, reaccion 2). La

Actividad de catalasa

A

A+ H AH donador (red.)
donador (ox.) 4 / reduccion del compuesto I en
‘\ o la reacciébn de peroxidasa
AH I A*+H' donador (ox) utiliza un donador de
donador (red.) — Fe —

| electrones diferente al

Ty peroxido  de  hidrégeno
T (reacciones 3 y 4). Esquema

(Porfiina -Fe**=0) modificado de Zamocky et

Actividad de peroxidasa al,2001.

Ademas de sus actividades de catalasa y de peroxidasa algunas CP como la de B.
pseudomallei y la de M. tuberculosis son capaces de llevar a cabo otro tipo de reacciones de
oxido-reduccidon. Asi estas enzimas pueden oxidar lentamente el NADH y también la
hidracida del &cido isonicotinoilo y unir el acido isonicotinoilo del NAD. El isonicotinoilo del
NAD, es la forma activa de la isoniazida que se usa contra Mycobacterium tuberculosis (Singh

et al., 2004).
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Caracteristicas de las catalasa/peroxidasas

La secuencia y la estructura de las CP, no se parecen a las de las catalasas monofuncionales.
La secuencia es muy similar a la de las peroxidasas, como la citocromo ¢ peroxidasa de
hongos (CCP) y a las ascorbato peroxidasas de plantas y por ello se les reconoce como
miembros de la clase I de la superfamilia de peroxidasas de plantas, hongos y bacterias
(Welinder, 1992). Las CP son las unicas de este grupo que poseen una actividad de catalasa
elevada (Zamocky, 2004).

Los genes de las CP estdn compuestos por dos mitades que son semejantes entre si y
cada uno de estos segmentos es también semejante al gen de la CCP. Ademas la estructura de
cada dominio de las CP se puede modelar con base en la estructura de la CCP. Por esto se ha
sugerido que las CP se originaron de la duplicacion de un gen de peroxidasa y su fusion
posterior. En concordancia con esta idea las CP contienen cerca de 730 aminoécidos y las
hemo/peroxidasas de hongos y plantas alrededor de 320 aminoacidos, esto es, las CP
contienen cerca del doble de aminoacidos (Welinder, 1991).

Hasta ahora se cuenta con cuatro estructuras cristalograficas de CP: la KatG de
Haloarcula marismortui (11TK), (Yamada et al., 2002) la de Burkholderia pseudomallei
(IMWYV), (Carpena et al., 2003), la de M. tuberculosis (1SJ2) (Bertrand et al., 2004) y la de
Synechococcus PCC7942 (1UB2) (Wada et al., 2002). La comparacion de estas estructuras
cristalograficas muestra que las CP son hemoproteinas diméricas y que los aminoacidos
esenciales para la catdlisis y la secuencia consenso de unién al grupo hemo so6lo estan
conservados en el dominio N-terminal, por lo que se considera que solo este dominio es

catalitico (Figura 6).
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His112

Trplll

His279 N

Figura 6. Dominios N- y C- terminales en la estructura de la CP de B. pseudomallei
A) Vista del dimero. Los dominios N- y C- terminales de la subunidad 1 se muestran en azul y
magenta, respectivamente, mientras que los de la subunidad 2 se muestran en amarillo y verde,
respectivamente. El hemo b se muestra representado en bastones (rojo). B) Residuos importantes para

la actividad de la enzima en la cavidad del hemo. El modelo se hizo utilizando el programa PyMOL.

La estructuracion de los aminoécidos del sitio activo es similar entre las CP, la CCP y
la ascorbato peroxidasa. En el extremo distal de la cavidad del hemo se encuentra conservada
la triada His/Arg/Trp (His123, Argl19, Trp122 en la CP de Synechocystis). De estos residuos,
la histidina y la arginina estan conservados en el 100% de las secuencias conocidas de enzimas
de la clase I y se ha visto que ambos residuos son necesarios para la heterdlisis del enlace
oxigeno-oxigeno del perdxido de hidrogeno durante la catalisis de las CP. Por su parte, el
triptofano estd conservado en 100% de las secuencias de CP conocidas y en 98% de las
ascorbato peroxidasa. La excepcion es la ascorbato peroxidasa de Mesembryanthemum
crystallinum, la cual tiene una fenilalaniana en la posicion correspondiente al triptofano
(Zamocky et al., 2001). Recientemente, los estudios de mutagénesis han demostrado la
importancia que tienen estos aminoacidos para el mecanismo catalitico de las CP. La
sustitucion de los residuos de arginina o de histidina en las CP de E. coli (Zamocky et al.,
2001), en la de Synechocystis PCC6803 (Regelsberger et al., 2000) y, en la de M. tuberculosis
(Rouse et al., 1996) resultd en una reduccion de la velocidad de formacion del compuesto 1y

como consecuencia en la actividad de catalasa y de peroxidasa. Sin embargo, la sustitucion del
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triptofano no interfiere en la formacion del compuesto I pero es esencial para la reduccion del
mismo por una segunda molécula de H,O,. Asi, las mutantes de triptofano pierden
completamente la actividad de catalasa pero retienen la actividad de peroxidasa o incluso esta
actividad se incrementa. Esto indica que dicho residuo es indispensable para la actividad de
catalasa pero no para la actividad de peroxidasa.

Se ha visto también que el triptofano forma un aducto covalente con otros dos
aminoacidos conservados en el lado distal de la cavidad del hemo: una tirosina (Tyr249 en
Synechocystis) y una metionina (Met275 en Synechocystis). La sustitucion del triptofano o de
la tirosina impide la formacion del enlace, mientras que el intercambio de la metionina no
afecta la formacion del enlace entre el triptofano y la tirosina (Ghiladi et al., 2005; Jakopitsch
et al., 2003a). También la sustitucion de la metionina o de la tirosina inhiben la actividad de
catalasa sin afectar la actividad de peroxidasa (Ghiladi et al., 2005; Jakopitsch et al., 2003a;
Jakopitsch et al., 2004). Este enlace covalente es una peculiaridad estructural de las CP, y se
ha propuesto que une dos asas que cubren el acceso al canal del sitio activo en la superficie de
la enzima (Yamada et al., 2002).

Por otra parte en el extremo proximal de la cavidad del hemo se conserva la triada de
aminoacidos His/Trp/Asp (His290, Trp341 y Asp402 en la CP de Synechocystis). La histidina
distal forma el quinto enlace con el fierro del grupo hemo. Este residuo esta unido con un
puente de hidrogeno al carboxilato de la cadena lateral del aspartato el cual a su vez estd unido
con un puente de hidrogeno al atomo de nitrogeno del grupo indol del triptofano. La
sustitucion de estos residuos resulta en una actividad de catalasa menor al 1% de la enzima
silvestre, a excepcion de la variante W341F, en la que se detectd una actividad de catalasa del
40% y un incremento en la actividad de peroxidasa (Jakopitsch et al., 2002).

El estudio de las estructuras cristalograficas revel6 que el dominio C-terminal que,
aunque carece del grupo hemo, conserva la arquitectura del sitio activo. Otra particularidad
encontrada en las CP son tres asas largas, dos de ellas, las denominadas LL1 y LL2, tienen una
secuencia muy conservada Yy restringen el paso del H,O, al grupo hemo en el lado distal. El
LL1 estd ubicado entre las llamadas hélices D y E y conecta los dominios cataliticos del
dimero. También controla la flexibilidad y el caracter del enlace covalente entre la histidina

del lado distal y el Fe III. En este asa se encuentra la tirosina que forma el enlace covalente y
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una serie de residuos conservados: 11248, Asn251, Pro252 y Glu 253, numeracion de la CP
de Synechocystis (Jakopitsch et al., 2005).

El canal de entrada al sitio activo de las CP tiene forma de embudo y en su parte mas
estrecha hay un aspartato y una serina, que son aminoacidos conservados (Asp152 y Ser335,
en la CP de Synechocystis). Estos residuos controlan el acceso a los residuos del lado distal de
la cavidad del hemo (Arg/His/Trp). El aspartato esta conservado solo en las CP pero no en las
CCP, ni en las ascorbato peroxidasas, y participa en la estabilizacion del asa LL1. La
sustitucion de este residuo cancela la actividad de catalasa pero no tiene ningtn efecto sobre la
actividad de peroxidasa. De manera que dicho residuo es importante para la reaccion de

oxidacion del H,O,, en el mecanismo catalitico de las CP. (Jakopitsch et al., 2003b).

Las catalasa/peroxidasas en los hongos

Al igual que otros microorganismos, los hongos estan expuestos a la accion de las ERO tales
como, el superdxido, peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo, provenientes del
metabolismo celular o de la actividad respiratoria de las células fagociticas en el caso de los
hongos que son patdgenos.

En hongos como: Penicillium simplicissimum (Fraaije et al., 1996), Neurospora crassa
(Peraza y Hansberg, 2002), Aspergillus nidulans (Scherer et al., 2002), Aspergillus fumigatus
(Paris et al., 2003) y recientemente en Penicillium marneffei (Pongpom et al., 2005) se han
reportado genes que codifican para una CP. En Septoria tricci también se ha reportado una
enzima con caracteristicas semejantes a las catalasa/peroxidasas (Levy et al., 1992).

De las CP de hongos, solo Cat2 de A. fumigatus se habia mostrado como posible factor
de virulencia. Inoculando este hongo en rata se encontr6 que Cat2 protegia transitoriamente al
hongo del estrés oxidativo producido por el huésped (Paris ef al., 2003).

cped,es el gen que codifica la catalasa/peroxidasa en A.nidulans. La transcripcion de
este gen se induce en condiciones de privaciéon de carbono y durante el desarrollo sexual
(Scherer et al., 2002).

Recientemente se aislo el gen cped que codifica para una catalasa-peroxidasa (CpeA)
del hongo patégeno Penicillium marneffei. El transcrito del gen cped esta presente en los
conidios, de manera similar a lo que ocurre con catd de A. nidulans. Se piensa que P.

marneffei podria acumular el transcrito de cped en los conidios por la misma razoén propuesta
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para la acumulacion de CatA de A. nidullans en estas estructuras, esto es, para proteger a las
germinulas del choque caldrico. Se propone que CpeA forma parte del mecanismo que emplea
el hongo para sobrevivir al estrés oxidativo dentro del fagosoma del macréfago alveolar. La
sintesis elevada del transcrito de cped en la fase de levadura, que es la forma patdogena del
hongo, permite la supervivencia del hongo dentro de su huésped (Pongpom et al., 2005). Al
igual que en los demds hongos, el gen cped se expresa durante el desarrollo del hongo.

Las secuencias de CP de los hongos tienen 45-69% de identidad con las secuencias de
las CP de bacterias. La identidad entre las secuencias de los hongos es del 80%. Los residuos
del sitio activo, tanto los del lado distal del hemo como los del lado proximal, estan

conservados (Figura 7) (Pongpom et al., 2005).

La catalasa/peroxidasa de V. crassa

El gen cat-2 codifica para una catalasa/peroxidasa denominada catalasa 2 (CAT-2) y se
localiza en el contig 3.330 que corresponde al cromosoma VII (Peraza, 2005). La filogenia
indica una transferencia lateral del gen de una bacteria a un precursor de los hongos (Klotz and
Loewen, 2003; Peraza y Hansberg, 2002). En concordancia con ello, el gen cat-2 no tiene
intrones. E1 ARNm cat-2 incluye dos regiones que no son traducidas, una en el extremo 5’ de
por lo menos 53 pb y otra en el extremo 3’ (364 pb) en la que hay una posible secuencia de
poliadenilacion.

La secuencia de aminoacidos de la CAT-2 es muy similar a la de las otras CP de
hongos, ya que entre 65 y 77% los aminoacidos son idénticos (ver la figura 7). Conserva los
aminodcidos importantes para la actividad de la enzima (Arg 87, Trp 90, His 91 y Asn 121) y
para la coordinacion del hemo (His 279, unido al hemo y Asp 389). Estos aminoacidos estan

presentes so6lo en el dominio N-terminal, por lo que s6lo este dominio es catalitico.
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A. fumigatus EAL85001 759 aa 499 DKRGGANGARIRLAPQRDWEVNNQPWLREALSALEAVQSRFN-ARGDSKK 547
P. marneffei AAN(04057 748 aa 486 DKRGGANGARIRLSPQREWAVNNQPWLRETLSVLEAIQKQFNTSQSGGKK 535
A. nidulans XP 680657 739 aa 474 DKRGGANGARIRLSPOKNWKVNSQPWLSESLAALEKIQKQFNDAQSTDKR 523
N. crassa AAL66352 753 aa 544 VSLADLIVLGGVAALEQASG----- LVVPEFTPGRNDATQEHTDVHSFTHL 588
C. globosum XTL001221369 749 a 544 VSLADLIVLGGVAALEQAAG----- VSVPETPGRTDASQEQTEVESFAHL 588
M. gisea EDJ99644 750 aa 542 VSIADLIVLAGVAAVEQAAG----- VPVPETPGRGDATQEQTDVESEFTHL 586
A. fumigatus EAL85001 759 aa 548 VSLADLIVLAGCAAVEKAAQDAGHPIKVPEVPGRMDASQEETDVQSENHM 597
P. marneffei AAN04057 748 aa 536 VSIADLIVLAGVAAVEKAARDAGYAVTVPETPGRTDASQEQTDVQSESDM 585
A. nidulans XP 680657 739 aa 524 VSLADLIVLAGAASLEKAARDAGHNVSVSETPGRTDATQEQTDVDSENNL 573
N. crassa AAL66352 753 aa 589 EPHADGFRSYGKGTKRVRTEQFLIDRASLLTLSAPELTALIGGLRVLEAN 638
C. globosum XTL001221369 749aa 589 EPHVDGFRSYGRGTSRVSTEQFLVDRAHLLTLTPPELAVLVGGLRVLGAN 638
M. gisea EDJ99644 750 aa 587 EPAADAFRNYGKGTSRVTTEQIMVDRAQQLTLTAPELTVLVGGLRVLGAN 636
A. fumigatus EAL85001 759 aa 598 EPFADGFRNFAKGPARPRAEHYLVDKAQLLNLSAPEMTVLVGGLRVLNTN 647
P. marneffei AAN(04057 748 aa 586 EPIADGFRNYGSSTSRVRAEEWLIDKAQLLTLSAPELAVLIGGLRVLNTN 635
A. nidulans XP 680657 739 aa 574 EPIADGFRNYGRGTPRVLTEDFLIDKAQLLNLSPPELTVLIGGLRVLNNN 623
N. crassa AAL66352 753 aa 639 ¥YDGSSYGVLIKTPGKLTNDYFVNLLDTNTAWKAADNEGEVEIGYDRKTHD 688
C. globosum XTL001221369 749 aa 639 YDGSSNGVEFTTRPGKLTNDYFVNLLDMATAWKSVD--GEVFEGNDRKTGE 686
M. gisea EDJ99644 750 aa 637 ¥YDGSSHGVWIDKPGKLTNDFEFVTLLDPYTSWKSVD--GEVFEGTNSKSG- 683
A. fumigatus EAL85001 759 aa 648 YDGSTHGVFTISRPGALTNDFEFVHLLDMNTAWKDVGN-GELFEGSDRKTGG 696
P. marneffei AAN(04057 748 aa 636 YDGSAHGVFTQRPGKLTNDFEFVNLLDMNTAWKSIGG-VDLYEGTDRKTGA 684
A. nidulans XP 680657 739 aa 624 YDRSNLGVFTKRPGOLTNDFEFVNLLDMGVQWKPADDTNEIFIGSDRKTGQ 673
N. crassa AAL66352 753 aa 689 KKWTATRADLIFGAHAELRALAEVYAAVDGEEKFKRDFVAAWHKVMNLDR 738
C. globosum XTL001221369 749 a 687 KKWIGTRADLVFGAHAELRAISEVYGSSSGQDKFVKDEVAAWSKVMNLDR 736
M. gisea EDJ99644 750 aa 684 KKLTGTRADLVFGSHSELRALAEVYGSADGQQKFTKDFVAAWDKVMNLDR 733
A. fumigatus EAL85001 759 aa 697 KKWTATRADLVFGSNAELRAIAEVYASNDGDMKEVKDEFVAAWNKVMNLDR 746
P. marneffei AAN04057 748 aa 685 KKWTATRNDLVFGSNAELRATIAEVYGSSDGQEKFVKDEFVAAWDKVMNLDR 734
A. nidulans XP 680657 739 aa 674 ARWKASRADLVFGSHAELRAISEVYGSSDGEAKFVKDEFVAAWEKVSNLDR 723
N. crassa AAL66352 753 aa 739 FDLKQEGRGQNAPKL-- 753

C. globosum XP 001221369 749 a 737 YDLAQPGSSGPKL---- 749

M. gisea EDJ99644 750 aa 734 FDVRRGIYDETRLKSKL 750

A. fumigatus EAL85001 759 aa 747 FDLKGKQ-TIPARL--- 759

P. marneffei AAN(04057 748 aa 735 FDLKKKQSTSSHRL--- 748

A. nidulans XP 680657 739 aa 724 FDLKQTGLAQRIKPQL- 739

Figura 7. Alineamiento de la CAT-2 con algunas CP representativas de los hongos Encerrados en
azul se muestran los aminodcidos del lado distal de la cavidad del hemo y en rojo los aminoéacidos del
lado proximal. Los asteriscos indican los residuos conservados que forman parte del sitio de
coordinacion del hemo en las CP. En negritas se muestran algunos aminoacidos conservados e
importantes para la actividad catalitica de las CP. El alineamiento se hizo utilizando el programa
BioEdit.

Se ha encontrado que en la superficie del dominio N-terminal de las CP hay dos asas
que restringen un canal de acceso al sitio activo (Carpena et al., 2003; Yamada et al., 2002).
De estas, la denominada asa LL1, se encuentra cubriendo la hendidura que se forma entre los
dos dominios del mondémero de la CAT-2. Un modelo de la estructura tridimensional de la
CAT-2, construido con base en la similitud con las proteinas homologas para las cuales se
conoce la estructura (CP de M. tuberculosis, H. marismortui, Synecococcus sp, B.

pseudomallei, el C-terminal de la HPI de E. coli, la CCP de S. cerevisiae y la ascorbato
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peroxidasa), reveld que la diferencia mas notable entre la estructura de la CAT-2 (Figura 8)
con respecto a la de las otras CP es una extension adicional en dicha asa. Esta extension se
encuentra en las CP de los hongos Gibberella zeae y varios Aspergilli y también en algunas
proteobacterias como Xanthomonas, Pseudomonas y Xylella (Peraza L y Hansberg W, datos

no publicados) .

Figura 8. Modelo de la estructura
tridimensional de la CAT-2
Representacion en listones de la
estructura secundaria del monémero de la
CAT-2 (verde, laminas f; azul claro,
hélices a y azul oscuro, hélices3).
Extensiéon del asa LL1 (amarillo).El
grupo hemo se muestra representado en

bastones y esferas (verde). (Peraza, 2005)

La forma funcional de la enzima es un homodimero cuyo peso molecular es de
aproximadamente 165 kDa. El peso molecular de cada subunidad es de 83.4 kDa, mas el
grupo hemo. El valor de R, (A4s0450) de la CAT-2 es bajo (0.46), lo que posiblemente indica
que no toda la enzima tiene hemo y tal vez lo pierde con facilidad. La mayor parte del hemo
estd oxidado (Peraza, 2005). La enzima se modifica con el oxigeno en singulete de manera
semejante a la CAT-1 en la que se ha demostrado que dicha oxidaciéon ocurre en el grupo
hemo (Lledias et al., 1998).

La CAT-2 es una enzima citosolica. Pese a que la enzima se induce con compuestos
que se metabolizan en los peroxisomas, ésta no se encuentra en los organelos como los
peroxisomas o en los glioxisomas y tampoco tiene las secuencias tipicas para su localizacion

peroxisomal (Peraza, 2005).
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La CAT-2 tiene actividad de catalasa y de peroxidasa. Puede reducir el perdxido de
hidrégeno y otros peroxidos orgénicos como el ter-butilhidroperdéxido usando como agente
reductor la o-dianisidina, el guaiacol, la diaminobencidina, el acido 2,2’-Azino-bis(3-
etilbenzotiazlina-6-sulfonico) (ABTS) y el ascorbato.

Durante el crecimiento del hongo en medio minimo, la actividad de la CAT-2 aparece
en la etapa de crecimiento pre-estacionario (24 h), a partir de la cual aumenta y se mantiene en
un nivel relativamente constante, hasta la etapa tardia del crecimiento estacionario. Durante el
desarrollo asexual del hongo, la enzima se induce en las diferentes estructuras que forman
parte del proceso de conidiacion en el micelio adherido, el micelio aéreo y especialmente en
los conidios. La acumulacion del trascrito y la actividad de la enzima se inducen cuando el
hongo crece en condiciones de choque térmico o cuando metaboliza sustratos que representan
una fuente pobre de carbono como el metanol, el acetato o el urato(Peraza, 2005). Esta
induccion se puede observar tanto en cultivos sélidos como en cultivos liquidos. Se ha
propuesto que la enzima se puede regular principalmente a nivel trascripcional durante el
crecimiento o a nivel pos-trascripcional durante el proceso de conidiacién. Se ha encontrado
ademds que la enzima estd asociada con los procesos de autofagia y autolisis del hongo
(Peraza, 2005).

Se ha visto que el proceso de conidiaciéon en cultivos sumergidos se induce en
condiciones de privacion de carbono o de nitrégeno (Muller, 1989). Sin embargo, el proceso
de conidiacion sumergida se ha estudiado poco y no se conocen los elementos que la regulan
ni los que la diferencian de los otros procesos de conidiacion. Se ha encontrado que la
formacion de estas esporas al igual que la conidiacién aérea, depende de los genes acon 2,
acon 3 y fl. Al evaluar el proceso de conidiacion en cultivos liquidos de una cepa carente de la
CAT-2 (cat-2""" se encontr6 que la ausencia de la enzima resulta en una mayor formacion de
conidios durante la etapa tardia del crecimiento estacionario (4-5 dias). La cantidad de
conidios producidos es al menos del doble en la cepa sin cat-2 que en la cepa silvestre o en
otras cepas mutantes en genes antioxidantes, como en una cepa sin el gen cat-3 o sin el gen
sod-1. Esta diferencia en el namero de conidios formados entre la cepa silvestre y la car2®" se
hace aun mas evidente al utilizar como fuente de carbono el 4cido oléico en presencia de bajas

concentracion de sacarosa (Peraza, 2005).
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Por los resultados anteriores pensamos que la CAT-2 es importante para la diferenciacion
celular del hongo y en particular para el proceso de conidiacion sumergida. Estamos
interesados en estudiar la enzima con mayor detalle el mecanismo catalitico de la enzima y en

conocer la relacion entre esta enzima y la conidiacion sumergida.
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II. OBJETIVOS

Objetivo general

Sobre-expresar la catalasa/peroxidasa de Neurospora crassa en Escherichia coli como una
herramienta que nos permita obtener la enzima purificada de una manera rapida y eficiente
para posteriormente estudiar con detenimiento el mecanismo catalitico de la enzima y

determinar su estructura.

Objetivos particulares

1) Construir un vector de expresion que codifique para el gen cat-2.

2) Expresar en E. coli la CAT-2 de N. crassa utilizando el plasmido que codifica para el gen
cat-2.

3) Optimizar la expresion de la CAT-2 variando el tiempo de induccion y la concentracion de
compuestos requeridos para la biosintesis del hemo: 4cido 6-amino levulinico y de citrato
férrico.

4) Purificar la enzima expresada en E. coli.
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III. MATERIALES Y METODOS

Cepas y plasmidos utilizados

* Plasmidos
Los plasmidos pCP5 y pCP7 fueron construidos por el Dr. C. Leonardo Peraza Reyes. Los
plasmidos pQC2-3D y pW90A se generaron en este trabajo.

* CepasdeE. coli
Se uso6 la cepa IM109 para almacenar y mantener los plasmidos pQC2-3D y pW90A, ya que
produce suficiente represor /ac para bloquear la transcripcion del gen de interés, aunque puede
usarse para expresar la proteina es menos eficiente.

La cepa M15[pREP4] de QIAGEN (No.Cat.34210.) tiene el fenotipo Nal®, Str’, Rif®,

Thi’, Lac, Ara’, Gal’, Mtl, F, RecA", Uvr’, Lon" y contiene el plasmido pREP4, que confiere
resistencia a la kanamicina. Esta cepa expresa constitutivamente la proteina represora lac
(codificada por el gen lacl) la cual se une a la secuencia operadora e inhibe la expresion del
gen. Cuando se agrega el isopropyl-f-D-tiogalactosido, éste inhibe a la proteina represora lac

y permite asi que la polimerasa del ARN del fago TS5 transcriba la secuencia del gen de interés.

Condiciones de crecimiento de Escherichia coli
Se inoculd E. coli en cajas de Petri con medio sélido Luria-Bertani (LB) (GibcoBRL) al 2% y
agar al 2%, suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Se incub6 a 37°C durante una noche.
Para el crecimiento de E. coli en medio liquido se uso LB al 2% suplementado con los
antibidticos ampicilina (100pg/ml) y kanamicina (25 pg/ml). El cultivo de E. coli se incub6 a
37°C con agitacion a 200 rpm.
Durante la transformacion de las células competentes, se utilizé el medio SOB el cual
contiene 0.5% de extracto de levadura (BIOXON), 2% de peptona de caseina (BIOXON),
NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM y MgSO4 10 mM.

Almacenamiento de las cepas de E. coli
Las cepas de E. coli que contienen los plasmidos construidos en este trabajo se guardaron en
glicerol. Para ello se agregaron 150 ul de glicerol a un volumen de 850 pl de células. Las

células en glicerol se almacenaron a -70°C.
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Extraccion del plasmido de E. coli

La extraccion del plasmido se llevo a cabo usando el estuche Plasmid Mini Kit (QIAGEN). Se
inocul6 3 ml de medio LB liquido, suplementado con ampicilina, con una colonia aislada de E.
coli, crecida en placa durante una noche. El cultivo se incubd a 37°C durante 14-16 horas con
agitacion. Posteriormente, las células se recuperaron en una microfuga centrifugando a 13,000
rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. A la pastilla de células se le agreg6 200 pl del
amortiguador P1 (Tris-Cl 50 mM pH 8.0; EDTA" 10 mM, ARNasa A 100 pg/ml) del estuche y
las células se resuspendieron utilizando un Vortex. Para lisar las células se agreg6 a la
suspension 200 pl del amortiguador P2 (NaOH 20 mM; SDS 1%) y se mezclo invirtiendo el
tubo 6 veces pero sin agitar y se incubo la suspension a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente se agregaron 200 pl del amortiguador P3 (acetato de potasio 3 M, pH
5.5), se mezcl6 de la misma manera y se incubo a 4°C durante 5 minutos. Luego se centrifugd
a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recuperaron 400 pl del sobrenadante. Del
sobrenadante se precipité el ADN agregando 800 pl de etanol absoluto. E1 ADN se recuperd
centrifugando durante un minuto a 13,000 rpm a temperatura ambiente. La pastilla de ADN se
lavo resuspendiéndola en 500 pl de etanol al 70%. Se centrifugd nuevamente y la pastilla
obtenida se dejo secar durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente, se

resuspendiod el ADN en 30 pul de agua estéril. E1 ADN se almacen6 a -20°C.

Transformacion de una cepa de E. coli

A un vial con 250ul de células de E. coli en hielo se les agregd 500 ng del plasmido. Las
células se incubaron durante 30 minutos a 4°C y posteriormente se les dio un choque térmico a
42°C por 2 minutos. Se incubaron nuevamente en hielo durante tres minutos y a continuacion
se les agregd 800 pl del medio SOB y se incubaron a 37°C con agitacion durante una hora.
Las células se concentraron centrifugando un minuto a 13,000 rpm. Por altimo, se plaquearon

en medio LB suplementado con ampicilina y se incubaron a 37°C durante una noche.

Amplificacion del gen cat-2
Se amplifico el gen estructural de cat-2 (Figura 9) empleando la PCR. Se utiliz6 la enzima

polimerasa de ADN Elongase-mix de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA) y el cebador cat2-50,
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que contiene un sito de corte para la enzima Sacl (5 GACCGAGCTCTCCGAGTGC 3’), y el
cat2-30, que contiene un sitio de corte para la enzima Pstl (5
GATCCTGCAGCTAAAGCTTGG 3’). Como molde se utilizaron 200 ng del plasmido pCP5
(que contiene al gen cat-2, ver apéndice) con una concentracion de 2 mM de cloruro de

magnesio. El programa que se utiliz6 para la amplificacion consistio en:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C por 3 minutos, 1 ciclo

2. 30 ciclos de amplificacion, cada uno compuesto por:
desnaturalizacion: 94°C por 30 segundos
alinear: 54°C por 45 segundos
extension: 68°C por 3 minutos

3. Extension final:  68°C por 10 minutos

5 Sacl Pstl 3

Promotor |

5 UTR 2262 pb JFUTR

Figura 9. Esquema de la region amplificada del gen cat-2

Construccion del plasmido pQC2-3

El producto de la PCR se analizé mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Se
cortdé la banda de peso molecular esperado. EI ADN se purifico utilizando el estuche
QIAquick Gel Extraction (No. Cat. 28704 QIAGEN GmbH, Alemania) de acuerdo con el
procedimiento indicado por el fabricante. Enseguida se cortdé con las endonucleasas de
restriccion Pstl y Sacl. A continuacion se prepard una reaccion de ligacion para clonar el
fragmento de ADN en el vector de expresion pQE30 (ver el anexo). Para la reaccién de
ligacion se utilizaron: 400 ng del plasmido pQE30 digerido con las enzimas Psfl y Sacl, 800
ng del fragmento obtenido de la PCR, 1ul de amortiguador de ligasa 5 x y 1 pl de la enzima
ADN ligasa (Gibco BRL). La reaccion de ligacion se incub6 una noche a 16°C.

El producto de la reaccion de ligacion se uséd para transformar la cepa JM109 de E. coli. Se

seleccionaron las colonias transformadas que mostraron resistencia a la ampicilina y se
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analizaron posteriormente con diversas endonucleasas de restriccion.

Analisis del inserto con endonucleasas de restriccion

Para verificar la incorporacion del plasmido en las cepas transformadas que mostraron
resistencia a la ampicilina, se extrajo el pldsmido de cada cepa y se realizé una digestion doble
con las enzimas Psfl y Sacl que cortan el vector en el sitio de clonacion. Posteriormente se
realizd una digestion con la enzima Ncol para la cual hay dos sitios de corte, uno dentro del
vector y otro dentro del inserto. Se realizo una tercera digestion utilizando la enzima EcoRV

que tiene un unico sitio de corte ubicado en el inserto.

Correccion de la mutacion introducida por la reaccion en cadena de la polimerasa del
ADN

La secuenciacion del gen clonado mostrd que se habia introducido con la PCR una mutacion
que cambia la prolina 319 por una serina. Para corregir la mutacion el plasmido pQC2-3 se
digirié con la enzima Bg/Il. Asi se aislo un fragmento de 777 pb que contenia la mutacion,
dicho fragmento mutado en pQC2-3 se remplazé por un fragmento sin la mutacion. El
fragmento de 777pb sin la mutacion se obtuvo al digerir el plasmido pCP5 (ver el anexo) con
la enzima Bg/Il. Las digestiones se analizaron mediante una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y se purificaron los fragmentos mencionados usando el estuche QIAquick
(QIAGEN). Los fragmentos se ligaron utilizando la ADN Ligasa (New England Biolabs). El
plasmido resultante se nombré pQC2-3D (ver apéndicel). Este nuevo pldsmido se secuencid

para verificar la correccion de la mutacion.

Sobre-expresion de la CAT-2 en E. coli

Se utilizo6 el plasmido pQC2-3D para transformar la cepa de E. coli M15/pREP4. Después de
la transformacion las células se hicieron crecer en un cultivo de 10 ml de medio LB liquido
suplementado con ampicilina y kanamicina durante una noche a 37° C. Al dia siguiente se
tomaron 2.5 ml del cultivo y se sembraron en 50 ml de medio LB liquido suplementados con
dichos antibioticos. El cultivo se incubd a 37°C con agitacion de 300 rpm hasta alcanzar una
densidad 6ptica a 600 nm (ODggo) de 0.5 (aproximadamente 2-3 horas). Al cabo de lo cual se
adicion6é 1 mM del inductor IPTG (Gibco, BRL) y la inducciéon se mantuvo a lo largo de 4
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horas. Después, se centrifug6 el cultivo a 7,000 rpm durante 40 minutos a 4° C y la pastilla de
células se resuspendié en 5 ml de amortiguador de lisis (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 10 mM, pH 8.0). Posteriormente, se lisaron las células con 1 mg/ml de lisozima
(SIGMA), incubéandolas en hielo durante 30 minutos, seguidos de 3 ciclos de congelacién en
nitrogeno liquido y descongelacion a 42°C. Una vez lisadas, las células se centrifugaron a
13,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se aisl6 el sobrenadante, que corresponde al extracto
soluble, y también la pastilla, que corresponde al extracto insoluble, la cual se resuspendio en

5 ml de amortiguador de lisis. Ambos extractos se guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

Mayor expresion de la CAT-2 en presencia de acido d-amino levulinico y de citrato
férrico

Se incubd a 37 °C la cepa de E. coli transformada con el plasmido pQC2-3D en 5 ml de medio
LB, suplementado con antibidticos en matraces Erlenmeyer de 25 ml. Cuando los cultivos
alcanzaron una ODgg de 0.5 se indujeron con 1 mM de IPTG se agregdé 0.1 mM de citrato
férrico y distintas concentraciones de acido 6-aminolevulinico (ALA, por sus siglas en inglés)
(0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mM). La induccion en presencia de fierro y de ALA se mantuvo durante 5
horas. Posteriormente se obtuvo la proteina de estos cultivos y se analiz6 la actividad de la
CAT-2 mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés)
en condiciones no desnaturalizantes. El gel se revel6 la actividad de catalasa (ver protocolo en
la pagina 29).

Por otro lado, a otros cultivos se les agregd una concentracion fija de acido 9d-
aminolevulinico (1 mM) y se varidé la concentracion de citrato férrico. La induccién en
presencia de fierro y ALA se mantuvo durante 5 horas. Posteriormente se obtuvieron extractos
totales de proteina de estos cultivos y se analizo la actividad de la CAT-2 mediante PAGE en

condiciones no desnaturalizantes que se revelaron por actividad de catalasa.

Purificacion mediante una cromatografia de afinidad al niquel de la CAT-2 expresada

El plasmido usado para expresar la CAT-2 nos permiti6 fusionar una etiqueta de 6 histidinas a
la proteina a en su extremo N-terminal. Para poder incluir esta etiqueta a la enzima se quit6 el
ATG inicial de la proteina. Dicha etiqueta facilita la purificacion de la proteina porque ésta se

puede con gran afinidad a una resina que tiene unidos metales como el niquel gracias a los
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anillos de imidazol que forman parte de la estructura de las histidinas. Para la purificacion de
la CAT-2 primero se obtuvo un lisado de células de un cultivo de 50 ml inducido con 1 mM de
IPTG. Para disminuir la viscosidad del lisado se agregdé ARNasa (10 pg/ml) y ADNasa (5
pg/ml) y se incubd 15 minutos en hielo. Después de centrifugar a 10,000 x g durante 20
minutos a 4°C se pasé 4 ml del sobrenadante a un tubo, se agregd 1 ml de resina Ni-NTA (No.
Cat. 30230, QIAGEN) y se mezcl6 con agitacion de 200 rpm durante 1 hr a 4°C. Después de
este periodo la resina se cargd en una columna cerrada de 150 x 8 mm. Se destapd la columna
y se colecto el fluido en un tubo, el cual se almacend a 4°C. A continuacion se pasaron 4 ml de
amortiguador para lavado (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0) que se
colectaron en un tubo y un segundo lavado con 4 ml de amortiguador para lavado se colectd
en otro tubo. Ambas fracciones se guardaron a 4°C. Posteriormente se desprendio la proteina
de la columna agregando cuatro veces 0.5 ml de amortiguador (NaH,PO,; 50 mM, NaCl 300
mM, imidazol 250 mM, pH 8.0). Las fracciones obtenidas se colectaron en cuatro tubos y se

guardaron a 4°C. Las fracciones de la purificacion se analizaron mediante un PAGE con SDS.

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Para verificar la expresion de la CAT-2 en los extractos de proteina obtenidos de E. coli, éstos
se analizaron por PAGE con poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes

(Laemmli, 1970) . El gel se preparod de la siguiente manera:

Gel Separador Gel Concentrador

agua destilada 1.888 ml 1.1 ml
Tris-HCI 2M pH 8.8 1.083 ml pH(6.8) 283.5 ul
Bis-acrilamida al 30%(BIO-RAD) 2.027 ml 283.5 ul
SDS 10% 50 ul 16.6 ul
persulfato de amonio al 10% 12 ul 83 ul
TEMED (SIGMA) 8.3 ul 33 ul

Las muestras se resuspendieron en 10 pl de amortiguador de carga 2 x (20% glicerol,
0.125 M Tris/HCI pH 6.8, 4% SDS, 0.02% azul de bromofenol, 10% mercaptoetanol). Para

realizar la electroforesis se empled una cdmara Mini-proteanll (BIO-RAD). La electroforesis
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se realizé con el amortiguador de corrida (1.44% glicina, 0.3% Trizma base, 0.1% SDS)
durante 1 hora y 10 minutos a 200 V. Al finalizar la corrida, el gel se tiid con una solucion
Coomassie (240 mg de azul de Coomassie, 120 ml metanol, 40 ml CH;COOH, agua cbp 500
ml).

Para comprobar la funcionalidad de la proteina expresada, las muestras se analizaron
mediante PAGE con poliacrilamida al 8% en condiciones no desnaturalizantes y se reveld en

el gel la actividad de catalasa y de peroxidasa. El gel se prepar6 de la siguiente manera:

Gel Gel concentrador
separador
agua destilada 2.583 ml 1.1 ml
Tris-HCI 2M pH 8.8 1.083 ml 283.5 ul
Bis-acrilamida al 30%(BIO-RAD) 1.333 ml 283.5 ul
persulfato de amonio al 10% 16.6 ul 83 ul
TEMED (SIGMA) 8.3 ul 33 u

A las muestras se les agreg6 10 pl de amortiguador de carga 2 x (10% glicerol, 5% Tris/HCI,
pH 6.8; 0.02% azul de bromofenol). Para realizar la electroforesis se emple6 una camara Mini-
proteanll (BIO-RAD). La electroforesis se realizé en amortiguador de corrida (glicina 1.44%,
Trizma base 0.3%) durante 2 horas 30 minutos a 150 V.
El revelado del gel por actividad de catalasa se realiz6 empleando el método que se describe a
continuacion. Para fijar el gel, éste se sumergié en una solucion de metanol al 5% durante dos
minutos y posteriormente se enjuagd dos veces con agua. Después, se incubd el gel durante 5
minutos en 35 ml de una solucion de peroxido de hidrégeno 10 mM. Pasado este tiempo se
enjuagd una vez con agua y se agregaron 15 ml de una solucién de ferrocianuro de potasio al
2% y 15 ml de una solucion de cloruro férrico al 2%. El gel se dej6é sumergido en estas
soluciones hasta que se detectaron las bandas de actividad. Finalmente se sumergi6 el gel en
una solucién de acido acético al 10% para detener la reaccion.

Para revelar la actividad de peroxidasa en el gel, se empled una solucién que contiene

amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 6.5; H,O, 10 mM vy o-dianisidina 0.1 mM como
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agente reductor. El gel se incub6 en 30 ml de la solucion hasta que se detectaron las bandas de

actividad y se enjuagé con agua.

Cuantificacion de la proteina total en los extractos celulares

Para la cuantificacion de la proteina total en los extractos celulares se utilizé el reactivo
Bradford (BIO-RAD, No. Cat 500-0006). En un tubo se colocaron 2 ul de la muestra
problema y se le agregd 798 ul de agua destilada y 200 ul de reactivo Bradford. Se midi6 la
absorbencia a 595 nm en un espectrofotometro Beckman (DU 650). La medicion se llevo a
cabo inmediatamente después de agregar el reactivo Bradford. Como referencia, se calibro el
espectrofotometro con un tubo que s6lo contenia reactivo Bradford y agua. Para calcular la
concentracion de proteina de las muestras problemas se consideré que una absorbencia de 0.07

equivale a Img/ml de proteina.
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IV. RESULTADOS

Insercion de cat-2 en el vector de expresion y su verificacion

Para sobre-expresar la CAT-2 en E. coli se construy6 un vector de expresion que contiene el
marco de lectura abierta del gen cat-2. Para la construccion del vector de expresion se
amplifico el gen cat-2 desde 3 pb rio abajo del codon de inicio hasta el codon de término. Se
utilizdo como molde el ADN del plasmido pCP-5 (ver el anexo) y se us6 la DNA polimerasa
Elongase mix (Invitrogen) y los cebadores cat2-50 y cat2-30. El producto de 2262 pb se

muestra en la Figura 10.

M cat-2

Figura 10. Producto de la amplificaciéon del gen car-2
El producto de la amplificacién del ORF del gen cat-2 tiene el peso esperado de 2262 pb. M indica el
marcador de peso molecular A DNA Hind III.

El producto obtenido con la PCR se clon6 en el vector de expresion pQE30 (ver el
anexo) usando los sitios de restriccion para Sacl y Pstl, que se localizan en el sitio de
clonacion del vector. El vector pQE30, lleva el promotor inducible de la polimerasa de RNA
del fago TS y un sitio de unién al ribosoma lo cual asegura altos niveles de trascripcion y de
traduccion del gen insertado y del gen P-lactamasa (bla), que confiere resistencia a la
ampicilina. Con el gen clonado en el vector se transformo la cepa IM109 de E. coli y se

seleccionaron tres colonias que son resistentes a la ampicilina. Estas colonias se denominaron

pQC2-1, pQC2-2 y pQC2-3.
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Para verificar la clonacion del gen cat-2 en las tres colonias seleccionadas, se aislo el
ADN plésmidico y se digirié con Sac I y Pstl simultaneamente, que fueron las enzimas usadas
para clonar el inserto de cat-2 en el vector pQE30. Con esta doble digestion se obtuvieron dos
fragmentos, uno de 2262 pb, que corresponde al tamafio del inserto cat-2 y otra de 3461 pb,
que corresponde al vector (Figura 11B). Ademas se realiz6 otra digestion utilizando los sitios
de restriccion para la enzima Ncol que se localizan uno dentro del vector y otro dentro del
inserto. De esta digestion se generaron dos fragmentos: uno de 3,258 pb y otro de 2,465 pb
(Figura 11A). Dos de los tres plasmidos analizados (el pQC2-1 y el pQC2-3), tuvieron el
patron de restriccion esperado con ambas digestiones (Figura 11-C). El pldsmido pQC2-2 no
tuvo el patron esperado y solo se observo una banda mayor a 3 kb, lo que indica que

probablemente sea el vector ligado sin el inserto.

Sobre-expresion de la CAT-2 en E. coli

Para probar si las construcciones para sobre-expresar la CAT-2 funcionaban, se realiz6 un
primer ensayo de expresion. Se transformo la cepa M15/pREP4 de E. coli con los plasmidos
pQC2-1 y pQC2-3. Cultivos de 50 ml de las cepas transformadas con estos plasmidos se
indujeron con 1 mM de IPTG durante 4 horas a 37°C. Se aislaron las células y se lisaron con
lisozima, y luego con tres ciclos de congelacion en nitrégeno liquido y descongelacion a 42°C.
El extracto celular se centrifugd y se recuperd el sobrenadante.

Para verificar la sobre-expresion de la CAT-2 se analizaron los extractos de proteina
totales por PAGE en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Como se muestra en la Figura 12, con ambos pldsmidos, se observa una banda de 83
kDa en los cultivos inducidos que corresponde al peso de la CAT-2. Se observa también que la

expresion de la proteina es mejor cuando se usa el plasmido pQC2-3.
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A) B)

Nco Nco Nco Sac Pst Sac
—H [cat-2 — I cat-Z |—— ==
Neco NeaNeo Neco Sac Pst  Pst Sac
—— | — l | <
3258pb 2465pb 2262pb 3461pb
C) _BQC21 _pQC2-2 _pQC2:3

M_1_2_ 3 4 5 6 M\

Bandas esperadas con Nco I:

3258 y 2465pb

30000b 000> Bandas esperadas con Pstl/Sacl
P 2322pb 3461y 2262pb.

2000pb

Figura 11. Patron de restriccion de los plasmidos pQC2-1, pQC2-2 y pQC2-3
A) Esquema del andlisis de restriccion con la enzima Ncol. B) Esquema de la digestion doble con las
enzimas Pstl y Sacl.C) El ADN plasmidico de 3 colonias de E. coli que son resistentes a la ampicilina
se cortd con las endonucleasas de restriccion Pstl y Sacl (Carriles 1, 3 y 5) o con la enzima Ncol
(Carriles 2, 4 y 6). Los plasmidos pQC2-1 y pQC2-3 mostraron el patron de corte esperado con ambas
digestiones. M indica el marcador de peso molecular 1 kb Plus y MA indica el marcador de peso
molecular DNAA Hind 111.

M Cc pQC2-1 pQC2-3

100kDa

75kDa [N

Figura 12. La CAT-2 expresada en E. coli tiene el peso esperado (83 kDa)
SDS-PAGE en un gel de 12% de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie. Carriles: M, marcador
de peso molecular; C, vector sin cat-2 como control de expresion; (-) cultivos sin inducir; (+) cultivos
inducidos.
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Para verificar si la proteina expresada se encuentra en la fraccion soluble o si va a los cuerpos
de inclusion, analizamos por PAGE el extracto celular soluble y el insoluble. Se encontré que
la proteina expresada esta en el extracto soluble (Figura 13). Ademads, se observd nuevamente
que la expresion de la CAT-2 es mejor con el plasmido pQC2-3. Por eso se decidid emplear

este plasmido para el resto de los experimentos.

Cc pQC2-1 pQC2-3
1 2 3 4 5 6 7

S S . 6 e s et s

i 'CAT-2

1

P e e s s el

75kDa

Figura 13. La CAT-2 expresada en E. coli esta en la fraccién soluble
Analisis del extracto total de proteina con SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. Carriles: 1,
marcador de peso molecular; 2, 3, vector vacio; 4, 5, pQC2-1; 6, 7, pQC2-3; 2, 4, 6, fraccion soluble;
3,5, 7, fraccion insoluble.

Al analizar la expresion de la CAT-2 a lo largo de seis horas de induccidn, se observo
que conforme se aumenta el tiempo de induccidon la expresion de la CAT-2 aumenta,

encontrando el 6ptimo a las 6 horas (Figura 14).

5 6 horas

M T+ -+ IpTG
M 0 1 2 3 4 horas
- + - + - 4+ - + IPTG

ey ey WS CAT-2 - CAT.2

! |
75kDa 75kDa

Figura 14. La expresion de la CAT-2 mejora al aumentar el tiempo de induccién
Se obtuvo un extracto de proteina total a partir de un cultivo de 50 ml de E. coli transformada con
pQC2-3, inducido con 1 mM IPTG a 37°C. (-) cultivo sin inducir; (+) cultivo inducido; (M) marcador
de peso molecular.

34



El gen cat-2 clonado en el plasmido pQC2-3 se secuencié por el método de Sanger y se
encontrd que tenia una mutacion que se introdujo con la PCR. Para corregir la mutacion se
remplazo el fragmento mutado en pQC2-3 por un fragmento sin la mutacion (ver materiales y
métodos). El plasmido resultante se nombré pQC2-3D (ver el anexo). El gen se volvid a
secuenciar para verificar la correccion de la mutacion.

Asimismo se verifico que pQC2-3D también sobre-expresa la CAT-2. Como se
muestra en la Figura 15 con el pQC2-3D se obtiene una banda de 83 kDa que corresponde al

peso de la CAT-2.

pQC2-3D
M -  + PTG
100kDa |
. CAT-2
75kDa |
B

Figura 15. Expresion de la CAT-2 con el plasmido pQC2-3D
Se obtuvo un extracto de proteina total proveniente de un cultivo de 10 ml de E. coli transformada con
pQC2-3D e inducido con 1 mM de IPTG durante 6 horas. Carriles: M, marcador de peso molecular; (-)
cultivo sin inducir; (+) cultivo inducido.

Para verificar que la CAT-2 expresada es activa, se analizaron los extractos de proteina totales
con PAGE en condiciones no desnaturalizantes y se revelo en los geles la actividad de catalasa
y de peroxidasa. La proteina expresada tiene actividad de catalasa (Figura 16A) y también de

peroxidasa (Figura 16B).
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CAT-2

CAT-2
Hpl

Figura 16. La CAT-2 expresada con el pQC2-3D tiene actividad de catalasa y de peroxidasa Se
obtuvo un extracto de proteina total proveniente de un cultivo de 10 ml de E. coli, transformada con el
pQC2-3D, inducido con 1 mM de IPTG durante 6 horas. A) Actividad de catalasa. Carriles: 1, extracto
de Neurospora, 2, vector vacio inducido; 3, pQC2-3D sin inducir; 4, pQC2-3D inducido. B) Actividad
de peroxidasa. Carriles: 1, extracto de Neurospora; 2, vector vacio inducido; 3, pQC2-3D sin inducir;
4, pQC2-3D inducido. Hpl y HplI son la catalasa/peroxidasa y la catalasa de E. coli, respectivamente.
CAT-1, es la catalasa monofuncional de N. crassa

Mayor expresion de la CAT-2 en presencia de acido d-aminolevulinico y de citrato
férrico

La CAT-2 es una hemo-proteina y una de las dificultades para expresar este tipo de proteinas
en E. coli es la incorporacion del grupo prostético hemo, que se requiere para la actividad de la
enzima. En el sistema de sobre-expresion utilizado, la velocidad de sintesis de la proteina es
generalmente mayor que la del hemo, dando como consecuencia la produccion de enzima sin
hemo e inactiva.

El paso limitante para esta biosintesis del hemo es la produccion del éacido 6-
aminolevulinico. Para suplir esta deficiencia se afiadi6 ALA a los cultivos durante la
induccion. En la Figura 17 se muestra que la actividad de la CAT-2 expresada mejora si la
induccion se lleva a cabo en presencia de ALA y de citrato férrico. Se muestra también, que la

actividad es mayor al incrementar la concentracion de ALA.
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Figura 17. Actividad de catalasa de la CAT-2 expresada en presencia de citrato férrico y de
diferentes concentraciones de ALA

Se obtuvieron extractos celulares a partir de cultivos inducidos con 1 mM de IPTG durante 5 horas con
0.1 mM citrato férrico y una concentracion variable de ALA. Carriles: 1 extracto de N. crassa; 2,
cultivo sin inducir; 3, 4, 5, 6 y 7 cultivos inducidos con la cantidad de ALA indicada en la imagen.
Hpll, catalasa de E. coli. CAT-1, catalasa monofuncional de N. crassa

Como otro de los elementos necesarios es el fierro, se varid también la concentracion de fierro
en el medio durante la induccion en presencia de una concentracion de ALA constante. En la
Figura 18 se observa nuevamente que la adicion de citrato férrico y de ALA mejora la
actividad de la CAT-2 expresada en E. coli. El mondémero es mas activo y se puede observar
incluso una banda que puede corresponder al dimero activo de la CAT-2. En el control sin
inducir, en presencia de fierro y de ALA sdlo se observa la actividad de la catalasa/peroxidasa

Hpl y de catalasa Hpll de E. coli.

1 2 3 4 5 6 7
Fe[mM] 0.05 0.05  0.01

Dimero

CAT-2 . CAT-1
HpIT _ s B

Monémero
CAT-2

Figura 18. Actividad de catalasa de la CAT-2 expresada en presencia de ALA y de diferentes
concentraciones de citrato férrico

Se obtuvieron extractos de proteina a partir de 10 ml de cultivos inducidos con 1 mM de IPTG durante
5 horas en presencia de ]| mM de ALA y una concentracion variable de citrato férrico como se indica
en la figura. Carriles: 1 cultivo con ALA vy fierro, pero sin inducir; 2, 3, 4, 5, 6, cultivos inducidos; 7
extracto de N. crassa. Hpl, catalasa/peroxidasa y Hpll catalasa de E. coli. CAT-1, catalasa
monofuncional de N. crassa.
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Purificacion mediante una cromatografia de afinidad al niquel de la CAT-2 expresada
Para verificar que la CAT-2 tiene unida la etiqueta de seis histidinas en el extremo N-terminal,
se purifico la CAT-2 por su unién a una matriz de Ni-NTA. La purificacion se realizo a partir
de un extracto celular proveniente de un cultivo de 50 ml inducido con 1 mM de IPTG durante
6 horas. La lisis se realiz6 en presencia de sales, iones y de una baja concentracion de imidazol
(10 mM) para prevenir las interacciones no especificas con la matriz de Ni-NTA. Para
disminuir la viscosidad el extracto celular se tratd con RNAsa y con DNAsa. Posteriormente el
extracto de proteina se incubd con la resina de Ni-NTA y se coloco la mezcla en una columna
de 150 x 8 mm. Se realizaron lavados en presencia de imidazol a una concentracion de 20
mM. Finalmente la proteina se desprendi6 con una concentracion de imidazol de 250 mM.

En la Figura 19 se muestra el andlisis con SDS-PAGE de cada uno de los pasos de la
purificacion. En el primer paso se observan las proteinas que no tienen afinidad por la
columna. La CAT-2 purificada se encuentra en las fracciones que corresponden al
desprendimiento de las proteinas con 250 mM de imidazol. Se observa una banda de 83 kDa
del monémero de CAT-2 y una banda de 165 kDa que podria corresponder con el dimero de

CAT-2.

M F L1 L2 E1 E2 E3 E4
R ﬁ h - Dimero
CAT-2
e ‘
[ 4w Monoémero
w0
75kDa |

Figura 19. La CAT-2 expresada se purifica con una cromatografia de afinidad al niquel
La CAT-2 expresada tiene una etiqueta de seis histidinas. El extracto celular proviene de un cultivo de
50 ml de E. coli, transformada con el pQC2-3D, inducido con 1 mM de IPTG. Se agregaron 4 ml de
extracto celular y 1 ml de resina Ni-NTA en una columna de 150 x 8 mm. El anélisis se realizd
mediante SDS-PAGE vy el gel se tiii6 con azul de Coomassie. Carriles: M, marcador de peso molecular;
F, primera fraccion; L1, primer lavado; L2, segundo lavado; E1, primer desprendimiento; E2, segundo
desprendimiento; E3, tercer desprendimiento; E4, cuarto desprendimiento.
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V. DISCUSION

El estudio detallado de las catalasa/peroxidasas ha sido posible gracias a los avances en las
técnicas de la biologia molecular y del ADN recombinante. En particular, la sobre-expresion
de proteinas heter6logas en organismos de crecimiento rapido, como E. coli, ha permitido la
obtencion de grandes cantidades de proteina de manera rapida y poco costosa. Asi, por
ejemplo, la expresion de la CP de Synechocystis en E. coli ha permitido la purificacion de la
enzima en cantidad suficiente para determinar su estructura, y ademads, la expresion de
proteinas mutantes ha ayudado a elucidar el mecanismo catalitico de la enzima (Jakopitsch et
al., 1999).

En el presente trabajo hemos logrado expresar el gen cat-2 en E. coli. La CAT-2
expresada se encontrd en el extracto soluble, lo que permite recuperar la enzima en su
condiciéon nativa y activa y obtenerla en cantidad suficiente para llevar a cabo estudios
bioquimicos y estructurales.

La CAT-2 expresada en E. coli esta fusionada a una etiqueta de 6-histidinas en el
extremo N-terminal que facilitan su purificacion. Para poder incluir esta etiqueta a la enzima
se quitd el ATG inicial de la proteina. La presencia de esta etiqueta no afect6 el plegamiento
de la proteina y no interfiere con la funcionalidad de la proteina. Ademds de facilitar la
purificacion de la proteina, la etiqueta puede ser usada para su deteccion y permite la
inmovilizacion de la proteina sobre superficies meta-quelantes, lo que simplifica los estudios
de la interaccion de la enzima con otras proteinas. El ensayo de purificacién realizado,
empleando una cromatografia de afinidad al niquel-NTA, permiti6 hacer una purificacion
parcial de la CAT-2 sobre-expresada. Sin embargo hace falta optimizar y buscar estrategias
eficientes para purificar la CAT-2 en cantidad y calidad suficientes para poder cristalizar la
enzima. Se ha reportado que es posible realizar la cristalizacion de proteinas fusionadas a
etiquetas y que la presencia de éstas mejora las cualidades de un cristal en algunos casos
(Bucher et al., 2002; Kundrot, 2004). Pero también se ha visto que para algunas proteinas
como la invertasa recombinante de Zymomonas mobilis, el corte de la etiqueta favorece la
cristalizacion de la misma (Vasquez Bahena J. M., 2006). De manera que serd conveniente
realizar un estudio para conocer si la etiqueta de histidinas favorece o interfiere la

cristalizacion de la CAT-2 sobre-expresada.
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Una de las dificultades para expresar las hemoproteinas como la CAT-2 en E. coli es
que la mayoria de la proteina producida suele carecer del grupo hemo, que es necesario para la
actividad. Esto se debe a que la velocidad de sintesis de la proteina es mucho mayor que la
velocidad de biosintesis del hemo. Se sabe que el paso limitante para la biosintesis del hemo
es la produccion de ALA. Por ello, para aumentar la produccioén del grupo prostético se usod
como estrategia agregar cantidades milimolares de ALA y de citrato férrico a los cultivos
durante la expresion de la CAT-2. Se detectd cualitativamente por PAGE que con esta
estrategia se logra mejorar la cantidad de enzima activa.

El ALA es un producto caro por ello se requiere emplear un método mas econdémico
que permita aumentar la produccion de CAT-2 activa. Recientemente se ha descrito una
estrategia interesante que podriamos utilizar y que consiste en usar una cepa de E. coli que
expresa el gen que codifica para el receptor del hemo, el ChuA. La proteina hemo-receptora
confiere a la célula huésped la habilidad para introducir eficientemente el hemo agregado al
medio de cultivo durante la expresion de la proteina de interés, lo cual mejora la expresion de

las hemoproteinas activas (Varnado y Goodwin, 2004).
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VI. CONCLUSIONES

Se logro6 sobre-expresar la CAT-2 en E. coli.
La enzima se encuentra en el extracto soluble, es activa y se puede purificar mediante
cromatografia de afinidad.

La cantidad de enzima activa aumenta cuando se agrega ALA + Fe'

para incrementar la
produccion del hemo.

La sobre-expresion de la CAT-2 en E. coli nos permite obtener la enzima de una manera
rapida y eficiente, por lo que se usara como herramienta para realizar los estudios relacionados

con la estructura de la proteina y su mecanismo catalitico.

VII. PERSPECTIVAS

1.- Optimizar la sobre-expresion de la CAT-2 activa y la purificacion de la enzima para
obtenerla en una cantidad suficiente que permita cristalizarla y generar anticuerpos especificos
contra la misma.

2.- Buscar una estrategia para cortar la etiqueta de histidinas del extremo N-terminal de la
CAT-2 sobre-expresada.

3.- Probar en el sistema de expresion en E. coli diferentes mutantes del gen cat-2 hasta
encontrar una que genere una enzima monofuncional que usaremos para aclarar la relacion de
la enzima con el proceso de conidiacion sumergida de N. crassa.

4.- Expresar en N. crassa las mutantes que hayan perdido solo una de las actividades.

5.- Determinar el fenotipo de la cepa de N. crassa transformada con el gen cat-2 mutado.

6.- Determinar si en la CAT-2 estd presente una unidén covalente entre el triptofano 90, la
tirosina 238 y la metionina 264, tripéptido equivalente al encontrado en las catalasa/peroxidasa

bacterianas.

41



VIII. ANEXO

B lactamasa

his-3 (truncado)

pCPs
9496 bp

EcoRI 2404

apC
lacZ
EcoRI 6032

-2
orf cat-2

El plasmido pCP5 fue constuido por C. Leonardo Peraza a partir del plasmido pDE-1. Este

plasmido fue utilizado como molde para amplificar el ORF del gen cat-2. Confiere resistencia

a ampicilina y contiene una copia del gen cat-2 adyacente a un fragmento del gen his-3, que

permite complementar una cepa his-3~ de N. crassa con el alelo Y234m723.

2769

pQE30
3461 bp

2423 1039

ColE1

El plasmido pQE30 (QIAGEN) fue utilizado para clonar el gen cat-2 utilizando los sitios de

restriccion Pstl y Sacl del sitio de clonacion multiple (MCS). Ademés agrega a la proteina

fuisonada una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal (6xHis). PTS: promotor TS,

lac O: operador lac, RBS: sitio de union al ribosoma, ATG: coddén de inicio, Stop codons:

codones de stop en los tres marcos de lectura, Col E1: origen de replicaciéon Col E1, Amp:

gen de resistencia a ampicilina.
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6x-His S/ Sacl 162
Amp

1  Neol 633

23 Lo
5131 571

cat-2

Heol 3105

El plasmido pQC2-3D se obtuvo al clonar el fragmento de 2262pb de la PCR (el cual

corresponde gen cat-2) en el vector pQE30. Se uso para expresar la CAT-2 en E. coli.
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