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Resumen

Caracterizacion bioquimica y estructural de un
homaologo de XanA de Aspergillus nidulans

La enzima XanA de Aspergillus nidulans de reciente descubrimiento, cataliza la
conversion de xantina a acido Urico como una ruta alternativa a la produccion de
acido urico en hongos. Es la primera enzima dependiente de a-cetoglutarato y Fe
(I) que ha sido reportada que utiliza una purina libre como sustrato primario. Se
considera exclusiva de hongos, hasta el momento ha sido poco estudiada y no se
conoce su mecanismo de reaccion ni estructura tridimensional. En el 2014, nuestro
grupo de investigacion, comenzé a trabajar con la enzima XanA de A. nidulans; sin
embargo, no fue posible obtener un cristal de buena calidad que permitiera obtener
un correcto patron de difraccién de rayos X. El objetivo central de este trabajo fue
identificar y caracterizar una proteina homologa a XanA de A. nidulans que presente
caracteristicas fisicoquimicas que le otorguen mayor probabilidad de éxito en el
proceso de cristalizacién. Aqui mostramos tres secuencias homélogas a XanA de
A. nidulans pertenecientes a los hongos Sclerotinia borealis, Eutypa lata y
Aspergillus oryzae, las cuales nombramos como XanA_borealis, XanA_lata y
XanA_oryzae, respectivamente. Estas secuencias se clonaron y expresaron como
proteinas recombinantes en Escherichia coli. En este proyecto se decidio
caracterizar bioquimica y estructuralmente la proteina XanA_oryzae. Se optimizé su
purificacion en tres pasos y obtuvimos un rendimiento final de 4.12 mg de proteina
/L de cultivo. Ademas se determiné la Km de XanA_oryzae para a-cetoglutarato y
xantina, y se propone que esta enzima presenta un “mecanismo secuencial bi bi
ordenado”. También se realizaron varios ensayos de cristalizacion donde se obtuvo
un posible cristal de XanA_oryzae en la condicién que contiene 0.2 M acetato de
zinc dihidratado, 0.1 M de cacodilato de sodio trihidratado pH 6.5y 18 % p/v de
polietilenglicol 8,000, como agente precipitante.

Palabras clave: estructura-funcion proteina, cristalizacion, XanA, metabolismo de

purinas.

xii



Abstract

Biochemical and structural characterization of a XanA homologous
protein from Aspergillus nidulans

The recently discovered XanA enzyme from Aspergillus nidulans catalyzes the
conversion of xanthine to uric acid as an alternative route to the production of uric
acid in fungi. It is the first a-ketoglutarate and Fe (Il) -dependent enzyme that has
been reported to utilize a free purine as the primary substrate. It is considered
exclusive of fungi, up to now its reaction mechanism has been little studied and its
three-dimensional structure is not known. In 2014 our research group began to work
with the XanA enzyme of A. nidulans, however it was not possible to obtain a good
quality crystal that would allow to obtain a correct X-ray diffraction pattern. The
central aim of this work is to identify and to characterize an homologous to XanA of
A. nidulans that presents physicochemical characteristics that give it greater
probability of success in the process of crystallization. Here we report three
sequences homologous to XanA of A. nidulans belonging to the organisms
Sclerotinia borealis, Eutypa lata and Aspergillus oryzae; which we named as
XanA_borealis, XanA_lata and XanA_oryzae respectively. These sequences were
cloned and expressed as recombinant proteins in Escherichia coli. In this project it
was decided to biochemically and structurally characterize the XanA_oryzae. Its
purification was optimized in three steps, getting a final yield of 4.12 mg protein / L
culture. In addition, the Km of XanA_oryzae for a-ketoglutarate and xanthine was
determined and it is proposed that this enzyme has a "bi bi sequential mechanism".
Several crystallization tests were also carried out where a possible crystal of
XanA_oryzae was observed in the condition containing 0.2M zinc acetate dihydrate,
0.1M sodium cacodylate trihydrate pH 6.5 and 18% w / v polyethylene glycol 8,000,

as a precipitating agent.

Key words: structure-function protein, crystallization, XanA, purine metabolism.
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RESUMEN

La enzima XanA de Aspergillus nidulans de reciente descubrimiento, cataliza la
conversion de xantina a acido Urico como una ruta alternativa a la produccion de
acido urico en hongos. Es la primera enzima dependiente de a-cetoglutarato y Fe
(I) que ha sido reportada que utiliza una purina libre como sustrato primario. Se
considera exclusiva de hongos, hasta el momento ha sido poco estudiada y no se
conoce su mecanismo de reaccion ni estructura tridimensional. En el 2014, nuestro
grupo de investigacion, comenzé a trabajar con la enzima XanA de A. nidulans; sin
embargo, no fue posible obtener un cristal de buena calidad que permitiera obtener
un correcto patron de difraccién de rayos X. El objetivo central de este trabajo fue
identificar y caracterizar una proteina homologa a XanA de A. nidulans que presente
caracteristicas fisicoquimicas que le otorguen mayor probabilidad de éxito en el
proceso de cristalizacién. Aqui mostramos tres secuencias homélogas a XanA de
A. nidulans pertenecientes a los hongos Sclerotinia borealis, Eutypa lata y
Aspergillus oryzae, las cuales nombramos como XanA_borealis, XanA_lata y
XanA_oryzae, respectivamente. Estas secuencias se clonaron y expresaron como
proteinas recombinantes en Escherichia coli. En este proyecto se decidié
caracterizar bioquimica y estructuralmente la proteina XanA_oryzae. Se optimizé su
purificacion en tres pasos y obtuvimos un rendimiento final de 4.12 mg de proteina
/L de cultivo. Ademas se determiné la Km de XanA_oryzae para a-cetoglutarato y
xantina, y se propone que esta enzima presenta un “mecanismo secuencial bi bi
ordenado”. También se realizaron varios ensayos de cristalizacion donde se obtuvo
un posible cristal de XanA_oryzae en la condicién que contiene 0.2 M acetato de
zinc dihidratado, 0.1 M de cacodilato de sodio trihidratado pH 6.5y 18 % p/v de

polietilenglicol 8,000, como agente precipitante.

Palabras clave: estructura-funcion proteina, cristalizacion, XanA, metabolismo de

purinas.



INTRODUCCION

Aspergillus nidulans es un organismo capaz de crecer en un medio con xantina o
hipoxantina como unica fuente de nitrégeno. Esta caracteristica esta dada por la
capacidad de A. nidulans de producir amonio a partir de &cido arico por medio de
una ruta convencional que incluye a las enzimas urato oxidasa, alantoinasa,
alantoicasa, ureido-glicolasa y ureasal?34,

En A. nidulans, existen dos enzimas encargadas de la oxidacién de la xantina a
acido urico, la enzima xantina deshidrogenasa y la enzima xantina dioxigenasa
dependiente de hierro y a-cetoglutarato o XanA3°. La enzima xantina
deshidrogenasa se encuentra conservada en todos los organismos Vivos,
incluyendo archaeas, bacterias, hongos, plantas y metazoos 6. Esta enzima es
capaz de utilizar indistintamente hipoxantina o xantina como sustratos, generando
como producto xantina o acido Urico, respectivamente °. Este tipo de enzima cataliza
la reaccion en presencia de un aceptor de electrones; el cual habitualmente es NAD*
578 y es dependiente del cofactor molibdopterina o Moco >7:910, El cofactor Moco
posee un atomo de azufre unido al molibdeno, el cual es indispensable para llevar
a cabo su reaccion y se sugiere que la insercion de este atomo se lleva a cabo por
el producto del gen hxB en A. nidulans 21112, A diferencia de la enzima xantina
deshidrogenasa que puede utilizar dos sustratos para la generacién de acido urico,
la enzima XanA solo es capaz de utilizar xantina como sustrato y no se ve afectada
en su actividad enzimatica por la ausencia del cofactor molibdopterina ni del
producto del gen hxB?. Esta enzima no fue caracterizada hasta el afio 2005, a pesar
de que trabajos previos mostraban evidencia de una via alternativa de degradacion
de la xantina 7.

El gen xanA que codifica para la proteina XanA de 370 aminoacidos, se encuentra
en el cromosoma VIII de A. nidulans 2. Se identific6 que XanA de A. nidulans
pertenecia al grupo de las enzimas dioxigenasas dependientes de hierro y a-
cetoglutarato; con un analisis bioinformatico donde la Unica secuencia que presenté
cierta similitud con la enzima XanA de A. nidulans fue la enzima TauD de
Escherichia coli 2. TauD es una taurina dioxigenasa dependiente de hierro y a-

cetoglutarato y posee un 18 % de identidad total y un 33% de identidad en las

3



regiones estructurales relevantes con la enzima XanA de A. nidulans *?. Basado en
esta semejanza, se identificaron dominios putativos de unién a Fe (ll), conformado
por la firma de HX (D/E) X 138-207 HX 1013 R descrito en el subgrupo Il de la
superfamilia de las dioxigenasas 2. Aunado al andlisis bioinformatico se comprob6
experimentalmente que XanA de A. nidulans requeria hierro y a-cetoglutarato para
llevar a cabo su reaccion 21213,

Una de las principales caracteristicas de este tipo de enzimas es el uso de Fe (ll)
para activar el oxigeno molecular *3, utilizando un atomo de oxigeno molecular para
oxidar un sustrato especifico, mientras el segundo atomo oxida el cosustrato 2. Se
propone que en ausencia de los sustratos, una “triada”; que habitualmente esta
formada por dos His y un Asp o Glu (His-Xn-Asp / Glu-Xn-His), se unen débilmente
al hierro. Cuando el cosustrato se encuentra presente, el Fe (llI) se coordina con el
a-cetoglutarato en sus carboxilos C1 y C2 con el desplazamiento concomitante de
dos moléculas de agua. La unién de a-cetoglutarato es estabilizada por la
interaccion de su carboxilato C5 con una arginina generalmente conservada.

La xantina no interactla directamente con el hierro, pero provoca el desplazamiento
de una molécula de agua lo cual genera un sitio libre para la unién de oxigeno
molecular formando la especie Fe (lll)-superoxo que genera la descarboxilaciéon del
a-cetoglutarato 3. La eliminacién del CO2 genera un intermediario altamente
reactivo Fe (IV)=02?, el cual es capaz de hidroxilar la xantina a &acido Urico con la
reduccion de Fe (ll) liberando el succinato como producto de la descarboxilacion del
a-cetoglutarato 21213 (Fig.S1).

Los residuos relevantes de la enzima XanA fueron identificados a través de
mutacion dirigida. Los residuos Lys122 y Arg352 participan en la estabilizacién de
la unién al a-cetoglutarato; Glul37, Aspl38, Cys357 y Asn358 juegan un papel
fundamental en la unidn a xantina y su catalisis; GIn356 se encuentra en el sitio
activo y es capaz de formar un puente de hidrogeno con el grupo hidroxilo del
carbono 6 y los residuos His149, Asp151 y His340 se cree participan en la union a
hierro por comparacion de secuencias con otras enzimas .

Se ha reportado que la enzima XanA se localiza en el citoplasma y se ha detectado

en los conidiéforos de A. nidulans, solo presenta homadlogos en los hongos y es



completamente inhibida por EDTA, Cu () y el Zn (Il) 2412, XanA de A. nidulans es
la primera enzima dependiente de hierro y a-cetoglutarato que utiliza una purina
como sustrato primario 2.

En el 2007, se purificd y caracterizé a la enzima XanA directamente del hongo A.
nidulans y ademas mediante la expresion heterdloga del gen XanA en E. coli. Estas
enzimas mostraron caracteristicas diferenciales entre cada una de ellas. La primera
diferencia fue el estado de agregacion de cada una de las enzimas, al parecer los
pesos estimados proporcionados por cromatografia de exclusion, sugerian que la
enzima XanA de A. nidulans se encontraba en estado oligomérico (12 subunidades),
mientras que la enzima obtenida a partir de E. coli se encontraba en estado
monomérico 2. La segunda diferencia fueron las modificaciones postraduccionales,
la cuales variaban dependiendo del organismo de donde se aisl6 la enzima. Esta
afirmacién se basé en el hecho de que sélo las proteinas obtenidas de A. nidulans
se encontraban glicosiladas (N-glicosilacion y O- glicosilacién) y ambas proteinas
se encontraban fosforiladas, pero cada una con un patrén diferente 2. También
realizaron ensayos enzimaticos con la proteina XanA purificada tanto de A. nidulans
como de E. coli y calcularon la Km y kcat de cada enzima para cada uno de los
sustratos 12 (Tabla I).

En nuestro grupo de trabajo en el 2014 se comenz0 a trabajar con XanA de A.
nidulans y se logré optimizar su purificacion en dos pasos a partir de la expresion
heter6loga de la proteina en E. coli. En ensayos cinéticos realizados con esta
enzima se observo que la Vmax de la reaccion variaba con relacion al orden de
adicion de los sustratos. Si la reaccion se desencadenaba con a-cetoglutarato la
Vmax Observada era de 0.6859 + 0.0361 umoles mint. Por otro lado, si el factor
desencadenante de la reaccion era la enzima XanA, la Vmax observada era de
0.2955 * 0.01579 umoles min, en cambio si el factor desencadenante de la
reaccion era la xantina, no se detectaba actividad enzimatica alguna 1°. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el 2005 donde se comprobd que la
adicion previa de a-cetoglutarato a la mezcla de reaccion disminuye drasticamente
la produccién de acido Urico 2. Ademas de la optimizacién de la purificacion de la

proteina XanA de A. nidulans y los ensayos cinéticos, se realizaron ensayos de



cristalizacion para intentar dilucidar la estructura la enzima. Sin embargo, no fue
posible la obtencién de un cristal de buena calidad *°. Por lo que el objetivo de este
trabajo fue identificar homologos de XanA de A. nidulans cristalizables, clonarlos en
el vector pET28PPS, expresarlos en E. coli y seleccionar el homélogo con una
mayor cantidad de proteina en la fraccion soluble. Para posteriormente purificar el
homélogo seleccionado, probar su estabilidad y caracterizarlo enziméticamente.
Ademas, utilizarlo en ensayos de cristalizacion para descifrar su estructura

tridimensional.



MATERIALES Y METODOS

Seleccion de secuencias de genes homdlogos a xanA de A. nidulans por
medio de métodos bioinformaticos.

Se realiz6 un Protein Blast en la base de datos de NCBI para identificar secuencias
relacionadas a la proteina XanA de A. nidulans. Para filtrar el nUmero de secuencias
a analizar se utilizaron los siguientes criterios; se seleccionaron aquellas que
estuvieran en el rango de tamafio deseado, que tuvieran conservados los
aminoacidos relevantes implicados en la actividad de la enzima y que mostraran un
porcentaje de similitud superior a 60% con la proteina XanA de A. nidulans. Las
secuencias escogidas se sometieron a andlisis en varios servidores para determinar
la solubilidad; SPpred ¢ y PROSOII 1718 y la propensién a cristalizar; XtalPred-
RF1920  Crysalis 2122, PDpredictor 2324, CRYSTALP2 2526 y SECRET 2728, Se
eligieron las secuencias que poseian las mejores caracteristicas segun los
servidores de XtalPred-RF, CRYSTALP2 y Crysalis I, y se sometieron a un analisis
de estabilidad térmica por medio del servidor iRDP 2°%0, Se seleccionaron 3
secuencias y los genes se optimizaron en el uso de codones para E. coli y se

mandaron sintetizar a la empresa Integrated DNA Technologies (IDT).

Clonacién de los genes homologos a XanA de A. nidulans.

El vector de expresién que se utilizdé para clonar los genes seleccionados fue un
pPET28 modificado (pET28PPS); donde el sitio de corte correspondiente a la
trombina fue remplazado por el sitio de corte para la proteasa PreScission (PPS).
Para clonar los genes sintéticos, se realizaron restricciones con 5 unidades de la
enzima Ndel y Hindlll (New England Biolabs), con 80 ng de los genes seleccionados
y con 360 ng del vector pET28PPS por separado. Posteriormente se efectuaron
reacciones de ligacion con 10 unidades de la T4 DNA ligasa (Thermo Fisher
Scientific) con cada uno de los genes y el vector en una relacion molar de 3:1. Se
transformaron células TOP10 con la ligacion y las colonias positivas se

seleccionaron por medio de PCR de colonia y ensayos de restriccion enzimatica.



Todas las construcciones se confirmaron por secuenciacion con el método de

didesoxinucledtidos marcados utilizando los oligonucleétidos externos T7.

Evaluacion de la expresion y solubilidad de las proteinas

La expresion de cada una de las proteinas se evalu6 en diferentes cepas de E. coli.
Para ello se transformaron por choque térmico a las cepas de E. coli: BL21 (DE3)
Star, BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) Tf2 y BL21 (DE3) Arctic con cada uno de los
plasmidos y se sembraron en agar suplementado con el antibiotico correspondiente.
Una colonia de cada una de las transformantes se uso6 para crecer un cultivo de 5
mL de LB con el respectivo antibittico durante toda la noche; 0.5 mL de este cultivo
se destind para inocular 10 mL de LB con el respectivo antibiético; el cual se crecio
hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0.6. La expresiéon heterdéloga se
indujo con IPTG a una concentracién final de 1mM y se evaluaron parametros como
temperatura y tiempo de incubacion. Se tomo una muestra de 1mL antes y después
de la induccidn, estas muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE.

Para evaluar la solubilidad, cada cultivo celular se resuspendié en un amortiguador
50 mM Tris pH.8.0, 300 mM NacCl y se lisé por sonicacion. Cada muestra se
centrifugé a 12,000 rpm durante 5 minutos y se recuperd la fraccion soluble de
cada uno de los lisados celulares. Se tomé una muestra de 50 pL del lisado celular
y la fraccion soluble. La cantidad de proteina se estimé por el método de Bradford y
las muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE cargando la misma
concentracion de proteina en cada uno de los pozos. Las imagenes de los geles de

poliacridamina se analizaron por densitometria con el programa ImageJ.

Andlisis por Western Blot

Las muestras de interés se corrieron en un gel desnaturalizante al 12%, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF en un sistema semi-seco a 15
volts durante 90 minutos (Thermo Fisher). La membrana se incub6 toda la noche
con el anticuerpo primario monoclonal 6x-His Epitope Tag de raton (Thermo Fisher)
a una dilucion 1:3000. Posteriormente, la membrana fue lavada y se incubé con el

anticuerpo secundario Anti IgG de raton conjugado con la fosfatasa alcalina (abcam)



a una dilucién 1:5000. Las bandas fueron visualizadas usando el kit Alkaline

Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad).

Ensayos de estabilidad térmica

Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron con la técnica “ensayo de
desplazamiento térmico” (Thermal Shift Assay) también conocida como
Thermofluor. El experimento se realizd en una placa de PCR de 96 pozosy se utilizé
el equipo RT-PCR 7500 Fast (Applied Biosystems). En un volumen final de 40 pL,
la proteina, a una concentracion final de 0.1 mg/mL se incubd en presencia de
SYPRO ORANGE (Invitrogen) a una concentracion final de 5X y con las condiciones
a evaluar. El rango de temperatura que se evalu6 fue de 25°C a 95°C y la
fluorescencia emitida se capturé y grafico en Excel. Para obtener la Tm, los datos
de la curva fueron ajustados a la ecuacion de Boltzmann con el complemento Solver
de Excel. El ensayo de Thermofluor se repiti6, por triplicado con aquellas
condiciones que mejoraban la estabilidad de la proteina.

Purificacién optimizada

Cromatografia de afinidad a niquel con la columna de Agarosa Ni-NTA
Las células BL21 (DE3) Arctic se transformaron con el plasmido pET_ory (Tabla

S1) y se inocularon en 500 mL de medio LB adicionado con kanamicina a una
concentracion final de 50 pug/mL y gentamicina a una concentracion final de 20
pug/mL. La expresion de la proteina se indujo con IPTG a una concentracion final de
1mM, durante 24 horas a 16°C. Al término de la induccién se recuperaron las células
por medio de centrifugacion a 6,000 rpm durante 10 minutos. Las células se
resuspendieron en 50 mL del amortiguador de lisis: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM
B-mercaptoetanol, 1 M NacCl, 20 % Glicerol, 1 mM xantina, 40 uM de FeSO4, 10 mM
de Imidazol y se lisaron por sonicacion con 16 pulsos de 15 segundos a una
amplitud de 50%, en hielo. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm durante 10
minutos a 4°C y se recupero la fraccion soluble, la cual se transfiri6 a una columna
de 2 mL de agarosa Ni-NTA (Qiagen) previamente equilibrada con amortiguador de
lisis. El primer lavado consisti6 en 10CV de amortiguador de lisis y el segundo
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lavado consistio en 7CV de amortiguador de lisis adicionado con 200 mM de
Imidazol. Las fracciones se recolectaron y se sometieron a electroforesis SDS-
PAGE.

Corte de la etiqueta 6xHis con PreScission Protease (PPS)

La proteina recombinate, presente en las fracciones que eluyeron en el segundo
lavado de la purificacion por afinidad a niquel, se mezclaron e incubaron con 5
unidades/mL de la proteasa PPS a 4°C durante toda la noche para eliminar la
etiqueta de histidinas. Se tomé muestra antes y después de la incubacién con la

proteasa y el corte fue evaluado por medio de SDS-PAGE.

Cromatografia de intercambio i6nico con la columna HiTrap Q HP

La proteina sin etiqueta de histidinas se desalé por filtracién en gel con una columna
PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB) para dejarla en el amortiguador 100 mM
Tris-HCI pH 8.0, 2 mM B-mercaptoetanol, 20 mM NacCl, 20 % Glicerol, 200 pM
xantina, 1 mM EDTA. La proteina desalada se filtré (0.22 um) e inyect6 en una
columna HiTrap Q HP (GE Healthcare Life Sciences) previamente equilibrada con
el amortiguador que se utilizO para desalar a la proteina. Se utilizaron dos
amortiguadores para la purificacién por intercambio iénico; el amortiguador A que
contenia 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM B-mercaptoetanol, 20 % Glicerol, 200 uM
xantina, 1 mM EDTA y el amortiguador B que contenia 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2
mM B-mercaptoetanol, 20 % Glicerol, 200 pM xantina, 1 mM EDTAy 1 M NaCl. Para
la elucion de las proteinas se utiliz6 un gradiente lineal de 2% a 50% de
amortiguador B en 30CV con un flujo de inyeccion de 1 mL /miny un flujo de corrida
de 2 mL/min. El volumen de las fracciones recolectadas fue de 3 mL las cuales se

sometieron a electroforesis SDS-PAGE.

Cromatografia de exclusion molecular con la columna Superdex 75
Las fracciones donde eluyé la proteina recombinante en la purificacion por
intercambio i6nico, se mezclaron y concentraron por microfiltracion en un amicon

Ultra-15 con membrana de retencion de 10 kDa (Millipore). Posteriormente, la
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proteina se filtré (0.22 um) e inyect6 en una columna Superdex 75 10/300 (GE
Healthcare) equilibrada con el amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM -
mercaptoetanol, 20 % Glicerol, 200 uM xantina y 300 mM NacCl. El volumen de la
inyeccion fue de 500 pL, el flujo de corrida fue de 0.800 mL/min. Las proteinas
fueron identificadas por absorbancia a 280 nm y se recolectaron en fracciones de 1
mL, las cuales se sometieron a electroforesis SDS-PAGE.

La columna Superdex 75 10/300 se calibré con las proteinas tiroglobulina (670
kDa), y-globulina (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) y Vitamina
B12 (1.3 kDa). En cada uno de los pasos de purificacion se cuantifico la cantidad de
proteina por el método de Bradford para calcular el rendimiento en cada una de las

etapas.

Ensayo preliminar de actividad enzimatica

El ensayo de actividad enzimética se realizé en un volumen final de 1 mL en un
amortiguador 50 mM de MOPS pH 7.4, 300 mM NaCl con concentraciones
constantes de los sustratos y el cofactor: 40 uM FeSO4, 200 uM Xantina, 1 mM a-
CGy 72 nM de la enzima (estado monomeérico).

La reaccion fue desencadenada con a-cetoglutarato y se evalué la absorbancia a
268 nm (longitud maxima de absorbancia de xantina) y a 294 nm (longitud méaxima
de absorbancia del acido Urico) a diferentes tiempos. Como blanco se utilizaron

varias muestras que carecian ya sea de la enzima 6 de alguno de los sustratos.

Cinética enzimética

Para realizar el ensayo de cinética enzimatica se utilizé una microplaca de 96 pozos
(Corning Costar) y el equipo Multiskan Go (Thermo Scientific).

Para determinar la Km del sustrato a-cetoglutarato a 25 °C, en un volumen final de
360 pL se utilizé el amortiguador 50 mM de MOPS pH 7.4, 300 mM NaCl con
concentraciones constantes de FeSO4 (40 pM), xantina (200 uM) y enzima (60 nM)
variando las concentraciones de a-cetoglutarato de 5 a 1000 uM. Las reacciones

fueron desencadenadas con el sustrato a-cetoglutarato, xantina y la enzima.
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Para determinar la Km del sustrato xantina a 25°C, en un volumen final de 360 pL se
utilizé el amortiguador 50 mM de MOPS pH 7.4, 300 mM NaCl con concentraciones
constantes de FeSO4 (40 yM), a-cetoglutarato (1 mM) y enzima (60 nM) variando
las concentraciones de xantina de 2.5 a 250 pM. Las reacciones fueron
desencadenadas con el sustrato a-cetoglutarato. Para cada concentracion se
realiz6 un control sin enzima. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

La produccion de acido urico se midié por absorbancia a 294 nm (€= 12,200 M1 cm
1) y se calculé la cantidad de micromoles de acido Urico producidos por minuto por

mg de enzima (U/mg).

Ensayos de dispersion dindmica de luz (DLS)

Los ensayos de dispersion dindmica de luz (DLS) se realizaron en el equipo
Zetasizer APS (Malvern). En un volumen de reaccion final de 50 yL, la proteina, a
una concentracion final de 1 mg/mL, fue incubada con concentraciones constantes
de uno o varios de los sustratos en el amortiguador 50 mM de MOPS pH 7.4, 300
mM NaCl. Las concentraciones finales en el volumen de reaccion eran FeSO4 (40
MM), xantina (200 uM) y a-cetoglutarato (1 mM). El equipo fue programado para que
realizara 15 lecturas por muestra durante 40 segundos a una temperatura de 25°C.
Todas las condiciones se incubaron 5 minutos a 25°C antes de realizar la medicion.

Experimentos de cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se realizaron mediante la técnica de difusion de vapor
en gota sentada y se empleé el método de matriz esparcida. Se probé la matriz de
condiciones de cristalizacion de Hampton Research (Kit Cristal Screen 1y Il) y la de
MORPHEUS (MRC-LMB). Para cada condicién se usaron 50 pL de precipitante y
las gotas se colocaron en proporcion 1:1, las cajas se sellaron y almacenaron a 14°
C. Los experimentos de cristalizacibon se monitorearon en el microscopio
estereoscopico al momento de poner las gotas, a las 24 horas, a la primera,
segunda, tercera y cuarta semana. Se realizaron diversos experimentos variando la
concentracion (8.5 mg/mL a 15 mg/mL) y la naturaleza de los amortiguadores donde

se encontraba la proteina. En total se montaron 960 condiciones de cristalizacion.
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RESULTADOS

Seleccion de secuencias de genes homdélogos a xanA de A. nidulans por
medio de métodos bioinformaticos.

En el ProteinBlast del NCBI, se identificaron 700 secuencias relacionadas a la
proteina XanA de A. nidulans. Para reducir el nUumero de secuencias a analizar se
seleccionaron aquellas que estuvieran en el rango de tamafio deseado (300
secuencias), tuvieran conservados los aminoacidos relevantes implicados en la
actividad de la enzima (156 secuencias) y que mostraran un porcentaje de similitud
superior al 60% con la proteina XanA de A. nidulans (94 secuencias). Estas 94
secuencias se sometieron a analisis en servidores de prediccion de cristalizacion,
solubilidad y estabilidad térmica. Se escogieron 3 secuencias homoélogas a XanA de
A. nidulans que, de acuerdo con la prediccion observada en los servidores,
presentaban las mejores caracteristicas en cuanto a solubilidad y propension a
cristalizar (Tabla II).

La secuencia homédloga encontrada en Aspergillus oryzae (XanA_oryzae, gi
83766561) posee un 81% de identidad con la secuencia XanA de A. nidulans y de
acuerdo al servidor Crysalis Il se predice éxito en la cristalizacién.

En cambio la secuencia homologa encontrada en Eutypa lata (XanA_ lata, gi:
471571096) es una proteina mas pequefia con un 70% de identidad con la
secuencia XanA de A. nidulans, y de acuerdo a los servidores Crysalis II,
CRYSTALP2 se predice éxito en la cristalizacién y en el servidor XtalPred-RF
presenta un score de 3, en una escala de 1 al 5 donde 1 es el score mas prometedor.
Por ultimo la secuencia homoéloga encontrada en Sclerotinia borealis (XanA _
borealis, gi: 563298184) posee un 69% de identidad con la secuencia XanA de A.
nidulans y conforme a los servidores Crysalis Il, CRYSTALP2 se predice éxito en la

cristalizacion.

Clonacién de los genes homologos a XanA de A. nidulans

Se obtuvieron las construcciones nombradas como pET-ory, pET-latay pET-bor que
contienen los genes de interés en el vector pET28PPS (Tabla S1), entre los sitios
de corte Hindlll y Ndel (Fig.1).
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Evaluacion de la expresion y solubilidad de las proteinas

La expresion y la solubilidad de cada una de las proteinas se evalu6 en las cepas
BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) Tf2 y BL21 (DE3) Arctic de E.
coli, a diferentes temperaturas y tiempos de induccion dependiendo de la cepa. Las
muestras obtenidas de este experimento se sometieron a electroforesis SDS-PAGE
al 12% y los geles se analizaron por densitometria.

Con base al analisis densitométrico de los geles de poliacrilamida realizados en el
programa ImageJ, se determin6 que de las 4 cepas de E. coli que se utilizaron para
expresar y evaluar la solubilidad de las tres proteinas, la que presentdé un mejor
rendimiento en la obtencion de las proteinas recombinantes en la fraccién soluble
fue la cepa BL21 (DE3) Arctic (Tabla III).

Analisis por Western Blot

XanA_oryzae, XanA lata y XanA_oryzae se purificaron hasta cromatografia de
afinidad a niquel y eluyeron en un solo paso con 500 mM de Imidazol. Las fracciones
gue se obtuvieron en la elucion con 500 mM de Imidazol de cada una de las
purificaciones, se sometieron a un analisis por Western Blot (Fig. 2A, 2B).

El Western Blot nos muestra que se purificO a las proteinas correctas, ya que
aparece una banda en el tamafo esperado (alrededor de 44 kDa), lo que indica que
esas proteinas poseen la etiqueta de histidinas que es detectada por el anticuerpo
primario monoclonal 6x-His Epitope Tag de raton (carriles 4,7,10 de la Fig. 2B).
Ademas, permiti6 comprobar que la etiqueta de histidinas (6x-His) se puede cortar
al 100%, ya que en el carril donde XanA_oryzae fue incubada con la proteasa PPS
no se detecta sefal alguna (carril 13 de la Fig. 2A, 2B). Tomando en cuenta que,
para realizar el Western Blot se carg6 la misma cantidad de proteina en cada uno
de los pozos, obtenemos como resultado adjunto que XanA_oryzae esta presente

en la fraccion soluble en una mayor concentracion.

Ensayos de estabilidad térmica
Con la finalidad de identificar aditivos que fueran capaces de mejorar la estabilidad

térmica de XanA_oryzae, se realizé un tamizado de diversas condiciones entre las

14



gue se encontraron diferentes pH, agentes reductores, sustratos y cofactores de la
enzima, glicerol y concentraciones crecientes de sal.

Se identificaron los aditivos y las concentraciones de los mismos, que mejoraban
la Tm (aumentaban) o permitian que la curva de desnaturalizacion se ajustara mejor
a la ecuacion de Boltzman. Las mejores condiciones en el tamizado fueron las
siguientes: glicerol 20%, B-mercaptoetanol 15 mM, xantina 600 uM, a-cetoglutarato
600 uM, NaCl 1M y una combinacién de xantina 400 yM con a-cetoglutarato 400
UM (Tabla IV). En los ensayos por triplicado se comprobo que el cambio sobre Tm
de la proteina provocado por cada uno de los aditivos es reproducible. EI NaCl 1M,
a-cetoglutarato 600 uM y el glicerol 20% incrementaron el Tm de la proteina en 4 °
C, 5°C y 6°C respectivamente. Si bien, la xantina 600 pM y la combinacion de
xantina 400 uM con a-cetoglutarato 400 UM no tuvieron un fuerte impacto en la Tm,
si lo tuvieron en el incremento de la fluorescencia y forma de la curva, la cual se

ajustd mejor a la ecuacion de Boltzman (Fig. 3)

Purificacion optimizada

Se optimizé la purificacion de XanA _oryzae en tres pasos; purificacion por
cromatografia de afinidad a niquel, cromatografia de intercambio iénico y
cromatografia de exclusion molecular. En la purificacion por afinidad a niquel
XanA_oryzae eluyé a una concentracion de Imidazol 200 mM (Fig. 4A). El
amortiguador de lisis utilizado en esta etapa fue optimizado con base a los
resultados de Thermofluor y el rendimiento de esta etapa de purificacion fue de 43.4
mg de proteina/L de cultivo. La incubacion de XanA_oryzae con la proteasa PPS
permitié6 la eliminacibn completa de la etiqueta de histidinas de la proteina
recombinante (Fig. 4B). En la purificacion por intercambio i6nico XanA_oryzae eluy6
a una concentracion entre 80 mM a 120 mM de NaCl (Fig. 4C, 4D). El rendimiento
de esta etapa de purificacion fue de 31.6 mg de proteina/L de cultivo. En la
purificacion por exclusion molecular XanA_oryzae eluy6 en los mililitros del 11-13,
gue corresponde al monémero de la proteina (Fig. 4E, 4F). El amortiguador utilizado
en esta etapa, el cual también fue optimizado con base a los resultados de

Thermofluor permiti6 que la proteina permaneciera uUnicamente en estado
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monomerico y que no formara agregados de alto peso molecular. El rendimiento de

esta etapa de purificacion fue de 4.12 mg de proteina/L de cultivo.

Ensayo preliminar de actividad enzimatica

En el ensayo preliminar de actividad enzimatica donde la reaccion que fue
desencadenada con a-cetoglutarato (1 mM), se observé un incremento en la
absorbancia a 294 nm que corresponde a la formacion del acido urico, con la
concomitante disminucion de absorbancia a 268 nm que corresponde a la
depreciacion de la xantina (Fig. 5). Los blancos que contenian FeSOs, a-
cetoglutarato y/o XanA_oryzae no presentan absorbancia a 268 nm, al contrario de
aquellos blancos que contenian xantina. Estos resultados comprueban que la
proteina XanA _oryzae posee actividad de xantina dioxigenasa, como la descrita

para XanA de A. nidulans.

Cinética enzimética

Una vez comprobada la actividad enzimatica de XanA_oryzae en el ensayo
preliminar, se decidié calcular los parametros cinéticos a partir de un ensayo de
cinética enzimatica. Se calcularon la Km y Vmax para los dos sustratos de
XanA_oryzae en equilibrio rapido. La Km Yy Vmax para la xantina, se determiné
variando la concentracibn de xantina de 2.5 a 250 pM, manteniendo la
concentracion de a-cetoglutarato constante (ImM). La Km para la xantina fue de
32.79 +3.531 uMy el de la Vmax €s  1.405 + 0.04441 pmoles de acido Grico min 1
mg * (Fig. 6B).

La Km y Vmax para el a-cetoglutarato, se determiné variando la concentracién de a-
cetoglutarato de 5 a 1000 uM, manteniendo la concentracién de xantina constante
(200 pM). Cuando la reaccion es desencadenada con a-cetoglutarato la Km para a-
cetoglutarato es 130+ 11.73 pMy la Vmaxes 1.56 +0.0488 umoles de acido Urico
min "1 mg 1. Cuando la reaccién es desencadenada con xantina la Km para a-
cetoglutarato es 166.6 + 29.79 uM y la Vmax es 1.019 + 0.06855 pmoles de &cido
arico min ' mg 1. Cuando la reaccién es desencadenada con la enzima

XanA_oryzae la Km para a-cetoglutarato es 137.6 + 20.30 pM y el de la Vmax €s
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0.2537 +0.0122 pmoles de acido Grico min -t mg - (Fig. 6A). El valor de la Vmax varia
dependiendo del factor desencadenante de la reaccion, y es mayor cuando éste es

el a-cetoglutarato, seguido por xantinay la enzima.

Ensayos de dispersion dinamica de luz (DLS)

Los experimentos de DLS a una concentracion final de proteina de 1mg/mL
muestran los siguientes datos. La enzima XanA_oryzae en el amortiguador sin
sustratos presenta una masa de 41.2 + 8.5 kDa monodispersa que es muy
aproximada a la masa tedrica del monomero que es de 41.76 kDa. De igual forma
la enzima XanA_oryzae con a-cetoglutarato, xantina y FeSO4, y la enzima
XanA_oryzae con a-cetoglutarato y xantina presentan una masa cercana a la tedrica
de 38.6 = 129 kDay 39.3 + 6.4 kDa respectivamente, ambas muestras
monodispersas. Ahora bien la enzima XanA_oryzae con xantina tiene una masa
calculada de 65.7 + 8.4 kDa monodispersa, que es un poco mas grande que la masa

teorica de la proteina (Fig. 7).

Experimentos de cristalizacion

Se han montado 960 pruebas de cristalizacién, en las cuales se han evaluado
diferentes concentraciones de proteina con o sin la presencia de uno de los
sustratos. En los ensayos a 9.2 mg/mL de XanA oryzae en presencia de a-
cetoglutarato (1 mM) y FeSO4 (40 uM) se observa un 70% de condiciones con
precipitado. Las condiciones mas interesantes incluyen la condicion 2 del Kit de
Crystal Screen Il (CS2-2); que contiene 0.5 M de cloruro de sodio, 0.01 M de cloruro
de magnesio hexahidratado y 0.01 M de bromuro de hexadeciltrimetilamonio, donde
se observa separacion de fases ( Fig. 8A) y la condicién 45 del Kit de Crystal Screen
| (CS1-45); que contiene 0.2 M acetato de zinc dihidratado, 0.1 M de cacodilato de
sodio trihidratado pH 6.5 y 18 % p/v de polietilenglicol 8000, donde se observa un
posible cristal ( Fig. 8B).
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DISCUSION

Identificacién de homélogos cristalizables de XanA de A. nidulans
Recientemente, se ha reportado que la enzima XanA de A. nidulans cataliza la
conversion de xantina a acido Urico como una ruta alternativa a la produccion de
acido Urico en hongos 2“4 y es la primera enzima dependiente de a-cetoglutarato y
Fe (II) que ha sido reportada que utiliza una purina libre como sustrato primario 2.
Se considera exclusiva de hongos y a pesar de ser muy interesante la enzima XanA
de A. nidulans ha sido poco estudiada y no se conoce su mecanismo de reaccion ni
estructura tridimensional. Fue por ello que, tratando de dilucidar la estructura
tridimensional, nuestro grupo de trabajo empez6 a trabajar con XanA de A. nidulans,
sin embargo no fue posible obtener un cristal de buena calidad que permitiera
obtener un correcto patrén de difraccion de rayos X 1°.

Justamente, una de las principales limitantes en la biologia estructural de proteinas
es la obtencion de cristales de alta calidad para la determinacion de la estructura
20.24 Es por ello que, la capacidad de predecir la posibilidad de cristalizacién a partir
de la secuencia de aminoacidos de la proteina, puede ayudar a seleccionar
homologos de la proteina de interés que tienen mas probabilidad de tener éxito en
la cristalizacion ?°. Con la finalidad de acelerar este proceso se han desarrollado
varios enfoques computacionales que utilizan diversos algoritmos, los cuales son
presentados al publico en general en varios servidores como SECRET,
CRYSTALP, OBScore, ParCrys, CRYSTALP2, MCSG-Z score, SCMCRYS,
SVMCRYS, PPCPred, XtalPred-RF y CrysalislI.

Realizamos una busqueda de los rasgos de cada uno de los servidores, entre las
que incluimos: el tipo de algoritmo usado, las caracteristicas fisicoquimicas
evaluadas y la base de datos utilizada para entrenar el algoritmo, consideramos,
que los servidores XtalPred-RF, CRYSTALP2 y Crysalis Il podrian generar una
prediccion mas acertada y precisa de las secuencias a evaluar. Para justificar esta
decision enseguida se detallan algunas de las caracteristicas de estos tres
servidores. XtalPred-RF utiliza un algoritmo de clasificacion basado en el

aprendizaje estadistico tedrico llamado Random Forest, que toma en cuenta las
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diferentes interacciones complejas multidimensionales entre diferentes variables.
Las variables fisicoquimicas incluidas son: porcentaje de serina, longitud de
secuencia, punto isoeléctrico, Gravy index, regiones desordenadas, entropia de
superficie, hidrofobicidad, aspereza, indice de inestabilidad, composicion de
aminoacidos en la superficie y entropia de cadena lateral. El dataset que se utilizé
para entrenar el algoritmo fue del tipo “under sampling” donde se redujeron los sets
negativos de cristalizacion para balancear los datos de entrenamiento?°.
CRYSTALP2 utiliza el método basado en la clasificacion de Kernel que es un
algoritmo de aprendizaje automatico que se utiliza para el analisis de patrones. Las
caracteristicas bioquimicas y biofisicas que se incluyen en este analisis son:
longitud de la proteina, masa molecular, punto isoeléctrico, contenido de
aminoacidos aromaticos y azufrados, inserciones obtenidas a partir del
alineamiento, estructura secundaria predicha, zonas desordenadas predichas,
hélices transmembranales y péptido sefal. Ademas, cabe mencionar que al parecer
los resultados que arroja CRYSTALP2 se complementan con lo obtenidos en
XtalPred 28. Por su parte Crysalis Il utiliza un algoritmo conocido como SVR que es
un algoritmo de aprendizaje automatico que estima las relaciones entre las variables
y las clasifica en diferentes categorias, eliminando las caracteristicas irrelevantes
con el método de minima redundancia maxima relevancia, seguido de la seleccién
de las caracteristicas mas relevantes. Ademas de algunas propiedades
fisicoquimicas de la secuencia de aminoacidos, también toma en cuenta las
caracteristicas de los tripéptidos o dipéptidos que se forman en la secuencia tales
como; area superficial, orientacion de cadenas, carga, donadores de puentes de
hidrogeno, hidrofobicidad o potencial de Vander Waals. Los datos que arroja el
servidor es una prediccién del éxito o fracaso en cada una de las etapas importantes
para la obtencion de la estructura tridimensional de la proteina, entre las que se
encuentran; clonacion de la secuencia, produccion de biomasa, purificacion,
cristalizaciéon y determinacion de la estructura 22.

Con base a esta informacién se decidié realizar una busqueda de secuencias
homodlogas de XanA de A. nidulans en NCBI. Estas secuencias homologas se

analizaron para identificar aquellas que conservaran todos los aminoacidos
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relevantes (o con un solo cambio en el aminoacido Asp138) para la actividad de la
enzima y que presentaran una similitud en la secuencia mayor al 60% con de XanA
de A. nidulans. Los aminoacidos relevantes en la enzima A. nidulans son Lys122y
Arg352 que participa en la union al a-cetoglutarato; Glul37, Aspl38, Cys357 y
Asn358 que participan en la unién a xantina y su catalisis, GIn356 que se encuentra
en el sitio activo y Asp151, His149, y His340 que estan implicados en la unién a
hierro 4. Sin embargo, el andlisis de la secuencia de varios ortélogos de esta
proteina indico que el aminoacido Asp138 presenta un papel menos relevante en la
unién de xantina y enzimas dioxigenasas dependientes de Fe (Il) y a-cetoglutarato
que utilicen xantina como sustrato primario pueden presentar cambios en esta
posiciéon®. Las secuencias identificadas tomando en cuenta lo mencionado
anteriormente se sometieron a analisis en varios servidores de propensién a
cristalizacion. Los resultados que se tomaron en cuenta para seleccionar las
secuencias con mayor propension a cristalizar fueron precisamente los que
arrojaron los servidores XtalPred-RF, CRYSTALP2 y Crysalis Il. Las secuencias que
se eligieron fueron la de los hongos Eutypa lata, Sclerotinia borealis y Aspergillus
oryzae por presentar caracteristicas de nuestro interés, pero cabe mencionar que

ninguna de estas proteinas estaba caracterizada.

Identificacién de la cepa de E. coli y de la proteina a utilizar en ensayos
posteriores

Una vez que se obtuvieron las construcciones que contenian los genes de interés
optimizados en el vector pET28PPS, se decidié probar cual de las cepas de E. coli
presentaban un mejor rendimiento en cuanto a expresion y obtencién de la proteina
de interés. Todas las cepas de E. coli (Tabla Ill) que se tienen en el laboratorio
poseen el lisogen ADE3 que codifica para la polimerasa T7 bajo el promotor lacUV5.
Por ello, para inducir la expresion de las proteinas de interés en las cepas de E. coli
transformadas con cada uno de los plasmidos, se usa IPTG; el cual se une al
represor Lacl y permite la transcripciéon de la polimerasa T7 31,

En la cepa que se obtuvo un mejor rendimiento en la expresién y obtencion de las

proteinas fue la cepa BL21 (DE3) Arctic (Tabla Ill). La razén por la que se considera
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se obtuvo una mayor cantidad de proteina en la fraccion soluble es porque esta
cepa contiene un plasmido que codifica para chaperonas Cpnl0/Cpn60 de la
bacteria psicréfila Oleispira antartica, lo cual permite crecer el cultivo a bajas
temperaturas donde el metabolismo de E. coli es méas lento y permite que las
proteinas sean traducidas lentamente, aumentando la posibilidad de que sean
plegadas correctamente por las chaperonas Cpn10/Cpn60, que son activas a bajas
temperaturas. Se ha reportado que generalmente las proteinas plegadas
correctamente permanecen en la fraccion soluble evitando su acumulacion en
cuerpos de inclusién 3132,

Una vez que se identifico la cepa a utilizar en nuestros posteriores experimentos, se
dispuso analizar con cuél de las proteinas se obtenia un mejor rendimiento en
cuanto a la cantidad de proteina de interés recuperada en la fraccion soluble en la
purificacion por cromatografia de afinidad a niquel. Con la finalidad de comparar los
rendimientos, las tres proteinas se purificaron en las mismas condiciones (Fig. 2A,
2B). El rendimiento de purificacion por cromatografia de afinidad a niquel fue 3.36
mg de proteina/L cultivo para XanA lata, 6.23 mg de proteina/L cultivo para
XanA_borealis y 16.95 mg de proteina/L cultivo para XanA_oryzae. Con base a los

resultados obtenidos se decidi6 trabajar con XanA_oryzae.

Ensayos de estabilidad térmica y purificacién de XanA_oryzae

Una vez que se dispuso trabajar con XanA_oryzae, decidimos optimizar su
purificacion. Para lograrlo se realiz6é un “ensayo de desplazamiento térmico” o mejor
conocido como Thermofluor para identificar aditivos que fueran capaces de mejorar
la estabilidad térmica de XanA_oryzae. Esta técnica se basa en la interaccion de un
reactivo fluorescente extrinseco (en nuestro caso SYPRO orange) con las regiones
hidrofébicas de la proteina. SYPRO orange en solucion acuosa se encuentra
apagado pero cuando se intercala con las regiones hidrofébicas generadas por un
desplegamiento parcial o total de las proteinas, aumenta su fluorescencia. Por lo
tanto, el desplegamiento de las proteinas causado por el aumento de temperatura

puede ser monitoreado por el incremento de la fluorescencia. Esta técnica permite
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entonces calcular la temperatura de desnaturalizacion en el punto medio de la
transicion térmica (Tm) de la proteina en diferentes condiciones 33,

Los aditivos que mostraron un mayor efecto en la Tm fueron el NaCl 1M, a-
cetoglutarato 600 uM y el glicerol 20%. La fuerza idnica juega un papel fundamental
en la estabilidad de varias proteinas, en el caso de XanA_oryzae el incremento de
la Tm con altas concentraciones de cloruro de sodio, indica que la enzima
XanA_oryzae requiere una alta fuerza idnica para mantenerse estable. También se
ha reportado que la adicion de cofactores, sustratos o ligandos estabilizan a la
proteina en cuestion, lo cual se evidencia con el efecto del a-cetoglutarato sobre la
estabilidad térmica de XanA_oryzae 3435, Ademas, los agentes aglutinantes son
ampliamente utilizados para mantener las proteinas estables en una solucién
acuosa 3%, y uno de los mas conocidos y utilizados es el glicerol. Se considera que
el glicerol, al ser una molécula polar pequefia, se inserta en la primera capa de
hidratacion de las proteinas, lo cual genera estados mas compactos de la misma.
Ademas se ha propuesto que el glicerol es capaz de interactuar con los parches
hidrofébicos actuando como una interfase anfipatica impidiendo asi el
desplegamiento de las proteinas y su agregacion 333637  |o cual explicaria el
aumento de 6°C de la Tm de XanA_oryzae en presencia de glicerol al 20%.

La xantina y la combinacién de xantina con a-cetoglutarato no tuvieron un fuerte
impacto en la Tm pero si un incremento agudo de fluorescencia, lo que indica que
existid un desplegamiento repentino de todas las proteinas en la muestra, que se
genera cuando la proteina se encuentra en una sola conformacion 23, Para fines de
cristalizacion el hecho de encontrar condiciones que permitan que la proteina se
encuentre monodispersa es de especial interés, ya que se favorece las
interacciones especificas entre macromoléculas, lo cual puede generar clusters
ordenados que conlleve a la formacién de un cristal 3,

Algunos de los aditivos que mejoraron la estabilidad de XanA_oryzae se afiadieron
a los amortiguadores de lisis o elucién. Las purificaciones realizadas con el
amortiguador optimizado que contenia glicerol y xantina, permitieron eliminar
completamente la etiqueta de histidina, presentaron un rendimiento superior y

exhibieron mayor cantidad de fraccion monomérica de la proteina XanA_oryzae
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comparado con las purificaciones realizadas con amortiguadores no optimizados
(Fig. S2, 4E, 4F), lo que corrobora los resultados obtenidos en el ensayo de
desplazamiento térmico. En términos de rendimiento, la cantidad de proteina
obtenida después de la purificacion por cromatografia de exclusion molecular fue
de 4.12 mg de proteina/L de cultivo con el amortiguador optimizado y de 2.58 mg

de proteina/L de cultivo con el amortiguador no optimizado.

Identificacidon de actividad de xantina dioxigenasa para XanA_oryzae

Como se habia mencionado anteriormente ninguna de las tres proteinas habia sido
caracterizada, asi que antes de realizar mas avances con XanA_oryzae se decidié
realizar un ensayo preliminar de actividad enzimatica que permitiera identificar si
esta proteina catalizaba la misma reaccion que la previamente reportada para XanA
de A. nidulans. Para este ensayo, se utilizé el amortiguador MOPS 50mM pH 7.4y
concentraciones constantes de xantina, a- cetoglutarato y FeSOas, condiciones
previamente reportadas para la enzima XanA de A. nidulans 121415 En este
experimento se observo un aumento de absorbancia a 294 nm con la concomitante
reduccion de absorbancia a 268 nm (Fig. 5). Como la longitud de mayor absorbancia
del &cido urico es a 294 nm y la longitud de mayor absorbancia de la xantina es a
268 nm 21215 podemos entender que estos resultados indican la produccién de
acido urico a partir de la utilizacion de xantina, lo que comprueba que XanA_oryzae

posee actividad de xantina dioxigenasa.

Caracterizacién enziméatica de XanA_oryzae

Una vez que se comprobd en el ensayo preliminar que XanA_oryzae cataliza la
produccion de acido Urico a partir de xantina y a- cetoglutarato, se decidié calcular
los parametros cinéticos de esta enzima. Los ensayos de cinética enzimatica se
realizaron en el amortiguador MOPS 50 mM pH 7.4 antes descrito, pero adicionado
300 mM de NaCl. La razdn por la que afiadié sal al amortiguador fue, para mantener
la proteina estable en solucion, dados los resultados de Thermofluor que mostraron
una alta dependencia de la estabilidad de XanA_oryzae con el aumento de la fuerza
i6nica (Fig. 3).
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La cinética enzimatica donde se variaron las concentraciones de a-cetoglutarato
mostro que el orden de adicion de los reactivos afecta claramente la actividad de la
enzima (Fig. 6A). Con base a los resultados obtenidos de esta cinética; donde la
maxima actividad enzimatica se obtiene cuando la reaccion es desencadenada con
a-cetoglutarato, podemos intuir que el orden de adicion de reactivos para la enzima
en XanA_oryzae es xantina y posteriormente a-cetoglutarato. Estas deducciones
concuerdan con resultados obtenidos en la caracterizacion de la enzima XanA de
A. nidulans donde comprobaron que la adicion de a-cetoglutarato previo a la xantina
disminuyen drasticamente 2 o eliminan la actividad enzimatica 1°. Sin embargo, el
posible orden de los reactivos en XanA_oryzae parece no coincidir con el orden de
adicion de reactivos reportado para las enzimas dependientes de Fe (II) no hemo 3°
y especificamente para TauD 4°.TauD es la proteina que se tomé como base en el
2005 para identificar posibles dominios del gen xanA de A. nidulans (33% de
identidad en el sitio catalitico) y parece tener un mecanismo bi-bi ordenado en el
que requiere la adicion previa del a-cetoglutarato y la posterior adicion del sustrato
primario, en este caso taurina %° para llevar a cabo la reaccion. Estas diferencias
podrian deberse a que XanA _oryzae requiere una base purina como sustrato
primario, elemento que no habia sido reportado hasta el 2005 por lo que ninguna de
las enzimas dependientes de Fe (II) no hemo hasta la fecha estudiadas presentan
esta caracteristica. Asi que probablemente la afinidad por el sustrato primario;
xantina en el caso XanA_oryzae, sea mayor que la afinidad por el a-cetoglutarato o
que el mecanismo de accion sea diferente al de las enzimas hasta ahora
caracterizadas.

Otros datos que soportan el orden de adicion de los sustratos en XanA_oryzae antes
mencionado, son los resultados obtenidos a partir del ensayo de dispersion
dinamica de luz. La técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) mide el movimiento
Browniano y lo relaciona con el tamafio de las particulas, la medicion la realiza con
la iluminacion de las particulas con un laser y el andlisis de las fluctuaciones en la
intensidad de la luz dispersada 1.

Con esta técnica se evaluaron los pesos moleculares de XanA_oryzae en diferentes

condiciones. La proteina en presencia del amortiguador MOPS pH 7.4, NaCl 300
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mM presenta un peso molecular de 41.2 + 8.5 kDa (Fig. 7A), mientras que la
proteina en presencia de xantina presenta un peso molecular de 65.7 + 8.4 kDa (Fig.
7D). Y cuando la proteina se encuentra en presencia de xantina y a-cetoglutarato
muestra un peso molecular de 39.3 £ 6.4 kDa (Fig. 7C).

Esto datos parecerian revelar que la adicion del sustrato xantina causa que la
proteina XanA_oryzae tome una conformaciéon “mas abierta”, lo cual se veria
reflejado en el didmetro de su particula, y por consiguiente en el célculo de su masa
molecular. Esta posible apertura podria facilitar el acceso del a-cetoglutarato, el cual
al asociarse con XanA_oryzae y xantina pareceria permitir que la enzima tomara
una conformacion mas compacta para iniciar la reaccion. Estos resultados
complementan los datos observados en los ensayos de cinética enzimética y
generan una explicacion logica de por qué la enzima XanA_oryzae requiere la
adicion de xantina de manera anticipada al a-cetoglutarato. Caso contrario a lo que
sucede con la enzima TauD, donde conformacion “cerrada” con la unién de la
taurina al complejo TauD Fe(ll) corroborada por rayos X impide el ingreso del a-
cetoglutarato 42.

Para enzimas que requieren dos sustratos para llevar a cabo su reaccion, la unién
de estos sustratos puede ocurrir a través de dos mecanismos: secuencial 0 no
secuencial. Si el sustrato forma un complejo enzima-sustrato antes de que la
reaccion se lleve a cabo y los productos sean liberados, se dice que la reaccion es
secuencial. Las reacciones secuenciales se subdividen en tres subgrupos: al azar,
ordenadas o del tipo Theorell-Chance “3. Con base a los resultados obtenidos y
analizados previamente, se considera que el mecanismo por el que XanA_oryzae
lleva a cabo su reaccion es del tipo secuencial ordenado, mas especificamente el
“mecanismo secuencial bi bi ordenado” (Fig. S3), también propuesto para TauD de
E. coli 0 y comprobado para las enzimas como la glucosa-6-fosfatasa “3, la
succinico semialdehido deshidrogenasa de Aspergillus niger 4 y la glucosa-1-
fosfato timidiltransferasa de E. coli 4> entre otras.

Con base al “mecanismo secuencial bi bi ordenado” donde; en nuestro caso A
corresponde a xantina y B al a-cetoglutarato (Fig. S3), proponemos una posible

explicacion del por qué la Vmax de la enzima XanA_oryzae varia de manera notable
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cuando la reaccion es desencadenada con diferentes componentes. El valor
superior de la Vmax se obtuvo en la reaccion que fue desencadenada con a-
cetoglutarato y con una enzima incubada en presencia de concentraciones

saturantes de xantina (A) de modo que:

E + A «——2EA

al momento que se desencadena la reaccion tenemos a toda la enzima formando el

complejo EA por lo que al momento de adicionar el a-cetoglutarato (B):

EA + B +—2 EAB+—2 EPQ

se forma el complejo catalitico EAB y se observa la actividad méxima del sistema.

Ahora bien cuando la reacciébn se desencadena con xantina, la Vmax Se Vio
disminuida a un nivel medio. Para la enzima TauD de E. coli se ha reportado que
la unién de los sustratos es sinérgica ya que de Kd aparente para el a-cetoglutarato
varia de 300 uM en ausencia de taurina hasta 20 uM en presencia de taurina #°. Lo
mismo puede estar pasando con la enzima XanA_oryzae, donde la Kd del a-
cetoglutarato podria ser muy alta en ausencia de xantina y muy baja en presencia
de la misma. En este caso, antes de desencadenar la reaccion con xantina, la
enzima se incub6 con a-cetoglutarato. Si como se discutié previamente, la Kd de la
enzima por el a-cetoglutarato es muy alta y la concentracion de a-cetoglutarato

usada no satura a la enzima libre (E), tenemos:

E + B «—2 EB

un equilibrio de este tipo con suficiente enzima libre (E), la cual es capaz de catalizar
la reaccion cuando afladimos xantina. Sin embargo, consideramos que la Vmax se
vio disminuida por la cantidad de complejo (EB) que estaba formado en el momento
de desencadenar la reaccion el cual no fue capaz de unirse a la xantina y llevar a
cabo la reaccion.

Por ultimo la mayor disminucion en la Vmax se observo cuando la reaccion fue
desencadenada con la enzima. Esto podria deberse a multiples factores que hayan

podido influir de mafiera sinérgica para obtener el resultado de una Vmax tan baja de
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la enzima. En este caso el a-cetoglutarato, la xantina y el FeSOa4 se encontraban en
la mezcla de reaccion y la enzima fue afiadida al final.

Como ya se discutid anteriormente una porcion de la enzima puedo haber
reaccionado con el a-cetoglutarato (B) presente en la muestra y formar el complejo
EB, el cual no es capaz de unirse a la xantina. Ahora bien, si consideramos que
todos los componentes para la reaccién se encontraban en la mezcla, podemos
especular que otra porcion de la enzima formo6 un complejo EAB* demasiado rapido,
lo cual impidi6 que la orientacion de los sustratos fuera la requerida para llevar a
cabo la reaccién. La correcta orientacion de los sustratos es de suma importancia
46 estudios previos han comprobado que la unién del sustrato primario en las
enzimas dependientes de Fe (Il) no hemo, inducen un rearreglo en la orientacion
del carboxilato del R-ceto quelado (Costas et al., 2004) y que el Oz debe encontrarse
en una posicion especifica (comunmente cis) hacia el carboxilato para que se lleve
a cabo la reaccion 2. Y por ultimo otra porcién de la enzima pudo formar un complejo
EAB* que careciera de Fe (Il) y que por lo tanto fuera inactivo. En este ensayo la
enzima no fue incubada con FeSOu, a diferencia de los experimentos anteriores.
Asi que la concentracion de Fe (ll) presente en la mezcla pudo haber sido muy baja
comparada con la constante de afinidad de XanA_oryzae por el FeSO4, generando
gue gran parte de la enzima no adquiriera Fe (1), el cual es fundamental para llevar
a cabo la reaccion.

Asi que la combinacion de uno o varios de estos sucesos, que en resumen se
relacionan con la formacioén incorrecta o nula del complejo activo, pudieron haber
generado que la actividad de la enzima se viera drasticamente disminuida. Un
resultado que sustenta la deduccion realizada en este trabajo, es la disminucién de
la formacion del complejo activo en TauD de E. coli (TauD/Fe (Il)/ a-
cetoglutarato/taurina determinado por absorbancia a 520 nm) cuando se afaden
simultaneamente todos los sustratos “°.

El otro parametro cinético evaluado en estos experimentos fue la Km tanto para el
a-cetoglutarato como para la xantina. Los valores de las Km para a-cetoglutarato
determinadas en el amortiguador MOPS 50 mM pH 7.4, NaCl 300mM, son

comparables aun cuando la reaccion fue desencadenada de manera diferente. Las
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Km para a-cetoglutarato son 130 + 11.73 uM, cuando la reaccion es desencadenada
con a-cetoglutarato, 166.6 = 29.79 uM cuando la reaccion es desencadenada con
xantina y 137.6 * 20.30 uM cuando la reaccion es desencadenada con la enzima
XanA _oryzae (Fig. 6A, Tabla I), se encuentran en un rango muy cercano. Sin
embargo, la Km para el a-cetoglutarato en el amortiguador MOPS 50 mM pH 7.4 sin
sal, presenta un valor de 30.66 + 3.913 uM que es mucho mas bajo que el
anteriormente mencionado (Fig. S4, Tabla I). Este valor coincide con la Km de la
enzima XanA de A. nidulans para el a-cetoglutarato que esde 31.1+1.6 uM vy fue
determinado en el amortiguador MOPS 50 mM pH 7.4 1214,

El valor de la Km para xantina determinada en el amortiguador MOPS 50 mM pH
7.4, NaCl 300mM fue de 32.79 + 3.531 uM (Fig. 6B, Tabla I) que es muy cercano
al valor reportado para la Km de la enzima XanA de A. nidulans para la xantina que
es de 45.2 + 1.6, el cual fue determinado en el amortiguador MOPS 50 mM pH
7.41214 Estos resultados sefialan que la Km de a-cetoglutarato se ve fuertemente
modificada por la fuerza idnica, mientras que la Km de la xantina no cambia
considerablemente en presencia una fuerza idnica mayor. Estos resultados
coinciden con lo reportado en el 2007 para las Km de la enzima XanA de A.
nidulans??.

A pesar de que las Km coinciden con estudios anteriores, la Vmax de XanA_oryzae
observada en estos ensayos es muy pequefia comparada con la determinada para
la enzima XanA de A. nidulans 2. Un ensayo posterior de cinética enzimatica que
realizamos tratando de optimizar las condiciones de reaccion, revel6 que la Vmax de
la enzima XanA_oryzae es mucho mayor que la reportada en los parrafos
anteriores, alcanzando una Vmax de 72.43 = 5.378 (Fig. S4, Tabla I). Con estos
resultados queda claro que es de vital importancia identificar las causas de la
disminuciébn de la actividad enziméatica de la enzima XanA oryzae, que
consideramos esta relacionada con el estado de oxidacion del hierro y la
concentracion requerida del mismo. Para solucionar este problema, consideramos
gue seria una buena opcion agregar ascorbato a la mezcla de reaccion. Esta
decision se basa en el hecho de que se considera que el ascorbato revierte la

inactivacion enzimatica del complejo enzima/Fe (lll) que se genera cuando la
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descarboxilacion del a-cetoglutarato se desacopla de la oxidacion del sustrato. Por
lo tanto, se propone que el ascorbato actia como reductor para devolver el centro
metélico a su estado activo Fe (Il) permitiendo tener la méxima actividad de las
enzimas dependientes de Fe (ll) y a-cetoglutarato °.

Un resultado sumamente interesante obtenido a partir del experimento de DLS es
que, la proteina en presencia de xantina, FeSOa4 y a-cetoglutarato presenta un peso
molecular de 38.6 £+ 12.9 kDa (Fig. 7B), con lo que podemos suponer que el

monomero de la proteina XanA_oryzae es el que lleva a cabo la reaccion.

Ensayos de cristalizacion de XanA_oryzae

Por otro lado, en los ensayos de cristalizacion que se realizaron mediante la técnica
de difusion de vapor en gota sentada, se han observado muchos precipitados,
separacion de fases y un posible cristal en la condicion 45 del kit 1 de Crystal Screen
(Hampton Research) que contiene 0.2 M acetato de zinc dihidratado, 0.1 M de
cacodilato de sodio trihidratado pH 6.5, 18 % m/v de polietilenglicol 8,000. Con la
finalidad de encontrar la relacion concentracion de precipitante: concentracién de
proteina que favorezca que la proteina se encuentre en la zona labil (sobresaturada)
donde se lleva a cabo la nucleacion, se ha considerado la posibilidad de realizar un
experimento donde se varien las concentraciones del precipitante de la condicion
CS1-45y CS2-2.
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CONCLUSION

Se identificaron tres secuencias homoélogas a XanA de A. nidulans, cuya prediccion
de propension a cristalizar era mejor que la secuencia de XanA de A. nidulans. Se
obtuvieron las construcciones pET-ory, pET- lata y pET-bor que contenian cada uno
de los genes seleccionados en el vector pET28PPS. Ademas se optimizd la
purificacion por tres pasos para XanA_oryzae obteniendo un rendimiento 4.12 mg
de proteina /L de cultivo. También se determiné la Km de XanA_oryzae para el a-
cetoglutarato y la xantina en un amortiguador que contenia NaCl, y con base a los
resultados obtenidos se propone un “mecanismo secuencial bi bi ordenado” para
XanA_oryzae, donde consideramos que la xantina debe incorporarse antes que el
a-cetoglutarato. Asi mismo, se realizaron pruebas de cristalizacibn donde se
observaron dos condiciones interesantes que muestran separacion de fases y
formacion de un posible cristal de XanA_oryzae.

Como perspectivas de este trabajo queda optimizar las condiciones para realizar los
ensayos de cinética enzimatica, y repetir estos experimentos variando la
concentracion de uno de los sustratos, manteniendo el otro sustrato en diferentes
concentraciones fijas, para poder identificar con mayor certeza el tipo de mecanismo
que utiliza la enzima XanA_oryzae, graficando los datos en un diagrama de
Lineweaver-Burk.

Ademas se pretende realizar varias mutaciones en la secuencia de XanA_oryzae,
qgue permitirAn el cambio de aminoacidos relevantes (D150A, H148A, K121A,
N357A) en la unidn de los sustratos, y utilizar estas variantes en ensayos cinéticos.
Se espera que estas mutaciones afecten total o parcialmente la actividad enzimatica
de XanA, acorde a resultados obtenidos en estudios previos. Ademas de realizar
mas ensayos de cristalizacion con la enzima XanA_oryzae variando diferentes
condiciones, entre los cuales se pretende el utilizar solo un sustrato, menor
concentracion de NaCl y disminuir la cantidad de glicerol. En caso de que no
consigamos obtener un cristal con esta proteina, seria conveniente optimizar la
purificacion de las otras dos proteinas, caracterizarlas y utilizarlas en ensayos de

cristalizacion.
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Tabla I. Parametros cinéticos de la proteina XanA de A. nidulans y XanA_oryzae (este trabajo)

a-cetoglutarato xantina
Proteina Km (UM) \r/nm|anx (1” nn;gl_ei)s Keat (1) Km (M) \r/r;nﬁwx (1“ mgl_&i)s Keat (S
XanA de A. nidulans * 31.1+1.6 66.5 452+ 1.6 71.4
XanA de A. nidulans 2 31+2 | - 671 45+4 | - 72 +2
XanA_oryzae® 130.1+11.73 1.56 + 0.05 1.09+0.03 | 1.41+0.04 0.98 + 0.03
XanA_oryzaeP 166.6 £ 29.79 1.02 + 0.07 0.71+005 | - | e | e
XanA_oryzae‘ 137.6 £ 20.30 0.25+0.01 0.18+0.01 | - | - e
XanA_oryzae® 30.66 + 3.91 4.28+0.12 297+0.08 | - | e e
XanA_oryzae® 194.7 £ 30.70 72.43 £ 5.38 50.41+3.74 | = - | - | e

1 Pardmetros cinéticos calculados en el amortiguador MOPS 50mM pH 7.4 en el afio 2007 2. 2 Parametros cinéticos

calculados en el amortiguador MOPS 50mM pH 7.4 en el afio 2008 4. 2 Determinado en el amortiguador MOPS 50mM pH

7.4, 300mM NacCl, la reaccion se desencadend con a-cetoglutarato.? Determinado en el mismo amortiguador de 2, la

reaccion se desencadend con xantina.© Determinado en el mismo amortiguador de 2, la reaccion se desencadend con la

enzima.? Determinado en el amortiguador MOPS 50mM pH 7.4, la reaccion se desencadend con a-cetoglutarato.®

Determinado en el mismo amortiguador de 2, la reaccion se desencadeno con a-cetoglutarato y la enzima contenia xantina.
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Tabla Il. Caracteristicas relevantes de las secuencias seleccionadas por métodos bioinformaticos con respecto a

la secuencia de la proteina XanA de A. nidulans

BLAST Analisis de propension a cristalizar
o _ Comparada con XanA XtalPred- )
Caracteristicas generales de la secuencia _ CRYSTALP2 Crysalis Il
de A. nidulans RF
, . Aminoacidos | Query E
Organismo Aminoacidos Ident EP class Clase CF CRYs
relevantes cover | value
Asp ergillus iy (o R e T p—— 4 No cristalizable | Fracaso | Fracaso
nidulans
Aspergillus Cambia el ) )
oryzae 369 D138 100% 0 81% 4 No cristalizable Exito Exito
Todos los
Eutypa lata 349 aminoacidos | gq0, | g | 7094 3 Cristalizable | Exito | Exito
conservados
. Todos los
Sclerotinia aminoacidos - -
borealis 375 98% 0 69% 4 Cristalizable Exito Exito
conservados

Principales caracteristicas de las secuencias aminoacidicas homdlogas a XanA de A. nidulans seleccionadas por sus

caracteristicas de propension a cristalizar. Las secuencias seleccionadas presentaban una similitud superior a 60% con

XanA de A. nidulans. El apartado de aminoacidos relevantes se refiere a la conservacion de los aminoacidos implicados en

la actividad enzimatica en las diversas secuencias seleccionadas. EP class (1-5): Clases de cristalizacion, donde 1 es la

mas prometedora y 5 la menos. CF: Propension a cristalizar. CRYs: correcta difraccion del cristal.
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Tabla lll. Evaluacion de la expresién y solubilidad de las proteinas de A. oryzae, E. latay S. borealis en diferentes

cepas de E. coli

BL21 (DE3) Star

BL21(DE3) pLysS*

BL21 (DE3) Tf2**

BL21(DE3) Arctic**

(Cam ") (Cam ") (Gen")
Plasmido Tem'(?,%r;"t“ra T'e([]“)po Expresion | Solubilidad | Expresion | Solubilidad | Expresion | Solubilidad | Expresion | Solubilidad
37 4 Positivo 3 Positivo A T B e IS e
28 12 Positivo 3 Positivo 2 Positivo 3 | e | e
PET-ory 18 16 Positivo 3 Positivo 7 IR U U R —
(kan ")
14 N T T I I B Positivo 5
37 4 Positivo 1 Positivo ND | = | s | e | e
28 12 Negativo ND Negativo ND Positivo 1 [ e | e
PET-lata 18 16 Negativo ND Negativo ND | e | e[ e | s
(kan 1) g g
14 P T e T e B B Positivo 2
37 4 Positivo 2 Positivo O e B B B
28 12 Positivo 2 Positivo 1 Positivo 2 | e | e
pPET-bor 18 16 Positivo 2 Positivo i T T e B
(kan ")
14 . T e e e B B Positivo 3
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Se realizaron ensayos de expresion y solubilidad de las tres proteinas seleccionadas a partir de métodos bioinformaticos
en diversas cepas de E. coli transformadas con los plasmidos indicados. Cam": resistencia a cloranfenicol (34 pg/mL).
Gen": resistencia a gentamicina (20 pg/mL). * BL21 (DE3) Star con el plasmido que codifica para una lisozima de la
polimerasa T7, ** BL21 (DE3) Star con el plasmido que codifica para las chaperonas GroEL/GroES, *** BL21 (DE3) Star
con el plasmido que codifica para las chaperonas Cpn10/Cpn60 de la bacteria psicroéfila Oleispira antartica. ND:
No determinada. 1-5: Escala de cantidad de proteina en la fraccién soluble, obtenida por medio de analisis densitométrico

con el programa ImageJ, donde el valor de 1 se le asigné a la banda de la proteina de interés menos densa.
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Tabla IV. Diferentes condiciones evaluadas en el ensayo de estabilidad

térmica

Condicion Compuesto Concentracion* pH Tm (°C)

Proteinasin | - 0.1 mg/mL 8.0 38.82

aditivo?

MES 50 mM 55 34.10

MES 50 mM 6.0 37.09

MOPS 50 mM 6.5 39.27

pH* MOPS 50 mM 7.0 39.54

HEPES 50 mM 7.5 39.67

Tris 50 mM 8.0 39.38

Tris 50 mM 8.5 40.61

Glicina 50 mM 9.0 31.01

5% 8.0 39.99

Estabilizador! Glicerol 10% 8.0 41.75

15% 8.0 42.65

20% 8.0 43.25

50 uM 8.0 39.43

100 pM 8.0 40.14

Xantina 200 pM 8.0 40.56

400 uM 8.0 41.03

600 pM 8.0 41.33

i 1 800 uM 8.0 41.29

Ligando 50 UM 8.0 20.02

100 pM 8.0 40.37

a-cetoglutarato 200 puM 8.0 40.49

400 uM 8.0 41.03

600 uM 8.0 41.33

800 uM 8.0 41.28

10 uM 8.0 38.01

20 uM 8.0 38.57

Cofactor? FeSO4 30 UM 8.0 38.98

40 uM 8.0 38.12

50 uM 8.0 38.32

60 uM 8.0 37.93

1mM 8.0 39.18

1.5mM 8.0 39.67

Detergente! CHAPS 20mM 8.0 39.80

2.5 mM 8.0 39.11

3.0mM 8.0 38.95

3.3mM 8.0 37.62

2 mM 8.0 38.42

Agente reductor? B-mercaptoentanol 5mM 8.0 39.25

10 mM 8.0 39.21
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15 mM 8.0 38.19

20 mM 8.0 39.58

3.3 mM 8.0 39.55

100 mM 38.80

200 mM 8.0 39.61

Salt NacCl 400 mM 8.0 39.80
600 mM 8.0 40.46

800 mM 8.0 40.66

1M 8.0 42.38

XanA_oryzae se incubd en presencia del flouréforo SYPRO orange (Invitrogen).
Se evalu6 un rango de temperatura de 25°C a 95°C y la fluorescencia emitida se
capturé y grafico en Excel. Para obtener la Tm los datos de la curva se ajustaron a
la ecuacion de Boltzman.
finales usadas durante el experimento. ! El experimento fue realizado con XanA

_oryzae que conservaba la etiqueta de histidinas y se purifico en dos pasos, por

*Las concentraciones dadas son las concentraciones

cromatografia de afinidad a niquel y por cromatografia de exclusion molecular.
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Figura 1. Construcciones obtenidas a partir de los genes homdélogos de xanA de A. nidulans.

A) Esquema de las caracteristicas generales de las construcciones obtenidas a partir de los genes homélogos de xanA de
A. nidulans. Los genes se encuentran entre los sitios de corte Ndel y Hindlll del vector pET28PPS y la etiqueta de histidinas
se encuentra en el extremo amino terminal, seguido por un sitio de corte para la proteasa PPS. B) Electroforesis de las
restricciones de las construcciones obtenidas con las enzimas Ndel y Hindlll. Carril 1. Gene Ruler™ DNA Ladder. Carril
2. Restriccion de la construccion pET-ory. Carril 3. Restriccion de la construccion pET-bor. Carril 4. Restriccion de la

construccion pET-lata. Los tamafios de los genes para cada construcciéon se muestran en la Tabla S1.
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Figura 2. Western blot de la purificacion por IMAC de las tres proteinas y la eliminacion de la etiqueta de histidinas
de XanA_oryzae.

A) Gel SDS-PAGE al 12% de poliacridamina tefiido con Coomasie R-250. B) Membrana de PVDF revelada con el kit
Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad). Carril 1. BenchMark Protein Ladder. Carril 2.Muestra antes de la
induccién de XanA_lata. Carril 3. Muestra después de la induccion con IPTG de XanA_lata. Carril 4. Primera fraccion del
lavado con 500 mM de Imidazol de XanA_lata. Carril 5. Muestra antes de la induccion de XanA_borealis. Carril 6. Muestra
después de la induccién con IPTG de XanA_borealis. Carril 7. Primera fraccion del lavado con 500 mM de Imidazol de
XanA_borealis. Carril 8. Muestra antes de la induccion de XanA_oryzae. Carril 9. Muestra después de la induccion con
IPTG de XanA_oryzae. Carril 10. Primera fraccién del lavado con 500 mM de Imidazol de XanA_oryzae. Carril 11.
XanA_oryzae después de la purificacion por afinidad a niquel. Carril 12. XanA oryzae antes de la incubacion con la
proteasa PPS (con la etiqueta de histidinas). Carril 13. XanA_oryzae después de la incubacién con la proteasa PPS (sin
la etiqueta de histidinas).*Para realizar este experimento de Western Blot se utilizé el anticuerpo primario monoclonal 6x-

His Epitope Tag de raton y el anticuerpo secundario Anti IgG de raton conjugado con la fosfatasa alcalina.
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Figura 3. Ensayo de estabilidad térmica de XanA_oryzae en las mejores condiciones identificadas por Thermofluor.
Evaluacion de la estabilidad térmica de XanA_ oryzae. El eje de la ordenada corresponde a la fluorescencia y el eje de la
abscisa a la temperatura en grados centigrados. La Tm de la proteina sin aditivo fue de 37.38 + 0.58, para el glicerol al 20%
fue de 43.98 + 0.08, para el 3-mercaptoetanol 15 mM fue de 39.79 £ 0.49, para xantina 600 uM fue de 39.74 + 0.72, para
a-cetoglutarato 600 pM fue de 42.44 + 0.40, para la combinacién de xantina 400uM + a-cetoglutarato 400puM fue de 40.85
+ 0.18 y para el NaCl 1M fue de 41.50 + 0.32.
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Figura 4. Purificacion optimizada de XanA_oryzae en tres pasos.

A) Purificacién de XanA_ oryzae por cromatografia de afinidad a niquel. Las proteinas se eluyeron en un solo paso
con 200 mM de Imidazol y se sometieron a electroforesis SDS-PAGE al 12%. Carril 1. Marcador*. Carril 2.Sonicado. Carril
3.Sobrenadante del sonicado. Carril 4.Frente del lavado. Carril 5. Elucién de las proteinas con el amortiguador de lisis.
Carril 6,7. Elucion de las proteinas con 200mM de Imidazol. B) Corte de la etiqueta 6xHis con PreScission Protease
(PPS). XanA_oryzae se incubé con 5 unidades/mL de la proteasa PPS a 4°C por 16 horas. Carril 1. Marcador*. Carril 2.
XanA _oryzae antes de incubar con PPS. Carril 3. XanA_oryzae después de incubar con PPS. C, D) Purificacion de
XanA_oryzae por cromatografia de intercambio iénico. C) Cromatograma de XanA _oryzae purificada en una columna
HiTrap Q HP (GE Healthcare Life Sciences) con un gradiente lineal de 2% - 50% de NaCl con 30 CV. El flujo de inyeccidn
y corrida fue de 1y 2 mL /min respectivamente, y el volumen de inyeccion fue 14 mL. ** El pico ubicado en los mL 40-50
pertenece a XanA_oryzae. D) Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12% de las proteinas purificadas por cromatografia de
intercambio i6nico. Carril 1. Marcador*. Carril 2. XanA _oryzae desalada. Carril 3. XanA_oryzae después de filtrar (0.22
KUM). Carril 4-11. XanA_oryzae que eluyé en un rango de concentracion NaCl de 80 mM a 120 mM. Carril 12-15. Proteinas
que eluyeron en el lavado con 1M de NaCl. E, F) Purificacion XanA_oryzae por cromatografia de exclusién molecular.
E) Cromatograma de XanA_oryzae purificada en la columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare). El volumen de las
inyecciones fue de 500 pL, el flujo de corrida fue de 0.800 mL/min. **El pico ubicado en los mL 11-13 pertenece al monémero
de XanA_oryzae.F) Gel de electroforesis SDS-PAGE al 12% de XanA_oryzae purificada por cromatografia de exclusion
molecular .Carril 1. Marcador*. Carril 2. XanA_oryzae antes de concentrar. Carril 3. XanA_oryzae después de concentrar
y filtrar. Carril 4-8. Mondmero de XanA_oryzae purificada por cromatografia de exclusion molecular. *Contiene 0.5 ug de
BSA (60 kDa) y 0.25 ug de PPS (23kDa). **Las ordenadas corresponden a la absorbancia en 280 nm, mientras que las

abscisas corresponden al volumen de elucién.
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Figura 5. Ensayo preliminar de xantina dioxigenasa.

Para este ensayo se utilizaron concentraciones constantes de los sustratos y el cofactor: 40 uM FeSO4, 200 uM xantina, 1
mM a-cetoglutarato, 72 nM de XanA_oryzae (estado monomeérico) en amortiguador 50 mM MOPS pH 7.4, 300mM NacCl
en un volumen final de 1 mL. Se evalué la absorbancia a 268 nm y a 294 nm a diferentes tiempos. El eje de las abscisas

corresponde a la longitud de onda y el eje de las ordenadas corresponde a la absorbancia.
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Figura 6. Cinética enzimética de XanA_oryzae.

El eje de las abscisas representa la concentracion del sustrato que se vario en cada una de las cinéticas y el eje de las
ordenadas representa la actividad especifica de la proteina XanA_oryzae (U/mg) la cual esta definida como pumoles de
producto por minuto por mg de proteina. A) Cinética enzimatica para el sustrato a-cetoglutarato de XanA_oryzae que se
realizaron a 25°C con concentraciones constantes de FeSOa4 (40 pM), xantina (200 uM) y la enzima XanA_oryzae (60 nM)

variando las concentraciones de a-cetoglutarato de 5 a 1000 uM. Las reacciones fueron desencadenadas con el sustrato

a-cetoglutarato (™), xantina (™) y la enzima XanA_oryzae(™ ).B) Cinética enzimatica para el sustrato xantina de
XanA_oryzae que se realizaron a 25°C con concentraciones constantes de FeSO4 (40 uM), a-cetoglutarato (1 mM) y la

enzima XanA oryzae (60 nM) variando las concentraciones de xantina de 2.5 a 250 pM. Las reacciones fueron

desencadenadas con el sustrato a-cetoglutarato (™).
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Figura 7. Experimentos de DLS con XanA_oryzae.

El ensayo se realizé con concentraciones constantes de FeSOa4 (40 pM), xantina (200 uM), a-cetoglutarato (1 mM) y
enzima XanA_oryzae (1mg/mL). El eje de las abscisas representa el tamafio del diametro de la particula en nanémetros y
el eje de las ordenadas representa el porcentaje de volumen de la particula en la mezcla. A partir del tamafio de particula
se calcula el peso aproximado de la particula (kDa). A) XanA_oryzae en el amortiguador con una masa aproximada de
41.2 £ 8.5 kDa. B) XanA_oryzae con a-cetoglutarato, xantina y FeSO4 con una masa aproximada de 38.6 + 12.9 kDa. C)

XanA_oryzae con a-cetoglutarato y xantina con una masa aproximada de 39.3 + 6.4 kDa. D) XanA_oryzae con xantina con

una masa aproximada de 65.7 + 8.4 kDa.

52



Fig. 8. Condiciones sugestivas para la formacion de cristales de XanA_oryzae

A) Separacion de fases obtenida a partir del experimento en gota sentada con una relacion 1:1 de proteina: precipitante.
La condicion que se observa es la perteneciente a la segunda mezcla del kit de Crystal Screen Il (CS2-2) que contiene 0.5
M de cloruro de sodio, 0.01 M de cloruro de magnesio hexahidratado y 0.01 M de bromuro de hexadeciltrimetilamonio. B)
Posible cristal de XanA_oryzae obtenida a partir del experimento en gota sentada con una relacion 1:1 de proteina:
precipitante. La condicién que se observa es la perteneciente a la mezcla 45 del kit de Crystal Screen | (CS1-45), que
contiene 0.2 M acetato de zinc dihidratado, 0.1 M de cacodilato de sodio trihidratado pH 6.5y 18 % m/v de polietilenglicol
8000. En el ensayo la proteina estaba en una concentracién de 9.2 mg/mL en un amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2

mM B-mercaptoetanol, 1 M NaCl, 20 % Glicerol, 1 mM a-cetoglutarato y 40 uM de FeSOa.
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ANEXOS

Caracterizacion bioquimica y estructural de un homaélogo de
XanA de Aspergillus nidulans

Bocanegra-Jiménez F.Y.%, Lara-Gonzéalez S

L IPICYT, Laboratorio de Biologia Estructural, Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, San Luis Potosi, México.

*Autor de correspondencia: Samuel Lara-Gonzélez,
Tel 01(444)834200 ext 6239
Correo electronico: samuel.lara@ipicyt.edu.mx
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Tabla S1. Caracteristicas de las construcciones que contienen el gen homoélogo de xanA de
A. nidulans.

Construcciones obtenidas a partir de los 3 genes homélogos a xanA de A. nidulans seleccionados y
el vector pET28PPS. La estrategia utilizada para obtener las construcciones fue restriccién con las
enzimas Hindlll y Ndel seguida de una ligacion con el vector de clonacién. 2 cDNA optimizado

manualmente utilizando tablas de codones de E. coli.

Tamafio Tamafio
Nombre de la : de la . . Descripcién de
construccion Origen del gen dezl %)en proteina Resistencia secuencia segun NCBI
P (aa)
Aspergillus oryzae -~ Proteina no
~ 2
pPET-ory (gi:83766561) 1107 369 Kanamicina caracterizada
Xantina dioxigenasa
Eutypa lata - dependiente de a-
_ 2
PET-lata (gi:471571096) 1047 349 Kanamicina cetoglutarato putativa
pET-bor? Sc(;rgggﬁggci%e‘ghs 1125 375 Kanamicina Dioxigenasa putativa
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Figura S1. Mecanismo general de las hidroxilasas dependientes de Fe(ll)/a-cetoglutarato.

Esquema que muestra el mecanismo catalitico propuesto para la enzima XanA_oryzae basado en el mecanismo general de las hidroxilasas

dependientes de Fe(ll)/a-cetoglutarato 12.
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Figura S2. Purificacion por exclusion molecular de XanA_oryzae con un amortiguador descrito en trabajos previos

A) Cromatograma de XanA_oryzae purificada por exclusion molecular en una columna Superdex 75 10/300. Las ordenadas corresponden a la
absorbancia en 280 nm, mientras que las abscisas corresponden al volumen de elucién. La corrida fue a un flujo 0.7 mL/min, el volumen de inyeccién
fue 0.5 mL (3 inyecciones). El pico ubicado en los mL 10-14 pertenece al monémero de la proteina.

B) Gel SDS-PAGE al 12% de poliacridamina de la purificacién por exclusién molecular de XanA_oryzae. Carril 1. Marcador de peso molecular; BSA
60 kDa, CAP 23 kDa. Carril 2. XanA_oryzae antes de concentrar. Carril 3. Frente de la concentraciéon. Carril 4. XanA_oryzae después de
concentrar. Carril 5. XanA_oryzae concentrada y filtrada. Carril 6-10. Fracciones que contenian agregados de alto peso molécular de la proteina

XanA_oryzae. Carril 11-14. Fracciones que contenian la fracciobn monomérica de XanA_oryzae. El rendimiento de purificacion fue de 2.58 mg/L de
cultivo.
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Figura S3. Mecanismo secuencial bi bi ordenado.
Esquema que representa un mecanismo secuencial bi bi ordenado que se refiere a todo sistema
cuyo mecanismo de reaccion exija la unién con los dos sustratos en un orden especifico antes de

que pueda liberarse ningln producto.
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Figura S4. Cinética enziméatica de XanA_oryzae en estado monomérico.

El eje de las abscisas representa la concentracion del sustrato que se varié en cada una de las cinéticas y el eje de las ordenadas representa la
actividad especifica de la XanA_oryzae (U/mg). A) Cinética enzimatica para el sustrato a-cetoglutarato de XanA_oryzae que se realizd con
concentraciones constantes de FeSO4 (40 uM), xantina (200 uM) y la enzima XanA_oryzae (60 nM) variando las concentraciones de a-cetoglutarato

de 5 a 500 uM. Las reacciones fueron desencadenadas con el sustrato a-cetoglutarato. El parametro de Km para a-cetoglutarato es 30.66 + 3.913

MM y el de la Vmax s 4.273 = 0.1178 pmoles de acido Grico min 1 mg -1 (""). B) Cinética enzimética para el sustrato a-cetoglutarato de
XanA_oryzae que se realizd con concentraciones constantes de FeSOa4 (40 uM), xantina (200 uM) y la enzima XanA_oryzae (60 nM) variando las

concentraciones de a-cetoglutarato de 5 a 500 uM. Las reacciones fueron desencadenadas con el sustrato a-cetoglutarato. El parametro de Km para

a-cetoglutarato es 194.7 £ 30.70 uM y el de la Vmax €s 72.43 + 5.378 pmoles de acido Urico min -1 mg - ( - ).
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