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Resumen

Analisis de estabilidad estructural de la proteina Clp de Xanthomonas
axonopodis
El género Xanthomonas es un amplio grupo de bacterias fitopatdgenas que
representa una amenaza para multiples cultivos de relevancia agricola y econdmica,
provocando la pérdida de grandes porcentajes de produccion. Los factores de
virulencia de estas bacterias como la produccidén de exopolisacaridos, proteasas,
pectinasas y endoglucanasas, ademas de la transicion desde un estado unicelular
movil a un estado multicelular unido a superficies y con la capacidad de formar
biopeliculas son regulados por el factor de transcripcién Clp y su interaccién con el
segundo mensajero diguanilato monofosfato ciclico (c-di-GMP). Como el resto de
las integrantes de la superfamilia de proteinas CRP/FNR a la que pertenece, Clp
posee un dominio de unién a dinucleétido ciclico (CBD) y un dominio de union de
ADN (DBD). Clp tiene dos conformaciones: la activa que es capaz de unirse a su
secuencia blanco en el ADN y la inactiva, que no une ADN y que se obtiene cuando
se une a su regulador alostérico, el c-di-GMP. Por ende, el estudio detallado de la
conformacion activa de Clp y de su transicién a la conformacion inactiva representa
un area de investigacion relevante para la comprension de los procesos regulados
por Clp en las bacterias del género Xanthomonas y de otros grupos taxonémicos
con proteinas homdlogas. En un trabajo previo de nuestro grupo, se obtuvo la
estructura cristalografica de la conformacion activa de Clp de Xanthomonas
axonopodis (XaClp). Sin embargo, su alta propension a agregarse ha impedido
cristalizar la conformacién inactiva. Por ello, en este trabajo evaluamos el papel de
diferentes aditivos sobre la agregacién de Clp mediante Dispersion Dinamica de Luz
(DLS). Ademas, realizamos un analisis bioinformatico para identificar los sitios de
agregacion presentes en Clp y disefiamos una construccién que potencialmente

elimina este problema.

Palabras clave: Factor de transcripcion, CRP, Clp, Agregacion, DLS
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Abstract

Structural stability analysis of the Clp protein from Xanthomonas axonopodis
The genus Xanthomonas comprises a broad group of phytopathogenic bacteria that
threaten multiple crops of agricultural and economic importance, leading to
significant production losses. Virulence factors in these bacteria—such as the
production of exopolysaccharides, proteases, pectinases, and endoglucanases, as
well as the transition from a motile single-celled state to a surface-attached
multicellular state capable of forming biofiims—are regulated by the transcription
factor Clp and its interaction with the second messenger cyclic diguanylate
monophosphate (c-di-GMP). Like other members of the CRP/FNR protein
superfamily to which it belongs, Clp possesses a cyclic nucleotide-binding domain
(CBD) and a DNA-binding domain (DBD). Clp exhibits two conformations: an active
form that binds to its target DNA sequence and an inactive form, which does not bind
DNA and is obtained when it binds to its allosteric regulator, c-di-GMP. Therefore, a
detailed study of Clp’s active conformation and its transition to the inactive state
represents a key research area for understanding Clp-regulated processes
in Xanthomonas and other taxonomic groups containing homologous proteins. In a
previous study by our group, we determined the crystallographic structure of the
active conformation of Xanthomonas axonopodis Clp (XaClp). However, its high
aggregation propensity has prevented the crystallization of the inactive
conformation. Thus, in this work, we assessed the effect of different additives on Clp
aggregation using Dynamic Light Scattering (DLS). Additionally, we performed a
bioinformatic analysis to identify aggregation-prone sites in Clp and designed a

construct that may potentially resolve this issue.

Key words: Transcription factor, CRP, Clp, Aggregation, DLS
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1. Introduccion

La proteina Clp, cuya secuencia consta de 230 residuos de aminoacidos, es un
factor de transcripcion encontrado en bacterias fitopatdgenas de alto impacto
agricola incluidas dentro del género Xanthomonas (Graham et. al, 2004; Hayward,
1993). Este grupo esta compuesto por bacterias gram-negativas pertenecientes a
la clase Gammaproteobacteria dentro del phylum Proteobacteria, con una
morfologia caracteristica en forma de baston, con un solo flagelo, y cuyas colonias
adoptan un distintivo color amarillo debido a la produccion del pigmento
xanthomonadina (Bradbury, 1984; Starr & Stephens, 1964).

El proceso de patogénesis producido por las bacterias de este grupo ocurre tras su
ingreso a la planta y genera lesiones caracteristicas de acuerdo a la via de entrada
del patégeno: la infeccidn a través de los hidatodos, en los margenes de las hojas,
genera lesiones en forma de V, mientras que la infeccidén de los estomas produce
lesiones redondeadas. Ademas, las lesiones previas en la planta también son sitios
susceptibles al ingreso del patdégeno. Una vez dentro de la planta, las bacterias
pueden multiplicarse de manera local o colonizar el xilema para distribuirse de

manera sistémica (Ryan at. al, 2011).

A nivel molecular, el proceso de patogénesis esta regulado mediante un sistema de
quorum sensing dependiente de la sintesis de un &cido graso cis insaturado
denominado factor de sefal difusible (DSF, por sus siglas en inglés). (Figura 1).
Este sistema de regulacion incluye a las enzimas RpfB (una acido graso de cadena
larga-CoA ligasa), RpfC (una cinasa sensora de DSF), RpfF (una enoil-CoA
hidratasa) y RpfG (una fosfodiesterasa de c-di-GMP). El progreso de la infeccion
depende de la concentracion de DSF en el medio. En condiciones de baja poblacién
celular, la concentracion de DSF se encuentra en un nivel basal pero insuficiente
para activar el sistema de regulacion compuesto por las enzimas Rpf, el cual
requiere la activacién de RpfC. Por otro lado, cuando la poblacién celular aumenta,

el nivel de DSF supera el umbral de activacion de RpfC, cuya regidn extracelular de
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su dominio transmembranal interactua con DSF, produciendo su autofosforilacion y
un cambio conformacional consecuente que libera a RpfF. Una vez liberada, la
sintesis de DSF aumenta significativamente. Este aumento en la sintesis de DSF
produce la transferencia de un grupo fosforilo desde RpfC, mediante su dominio
histidina fosfotransferasa en su region C-terminal, a RpfG. En su estado fosforilado,
RpfG se encarga de la hidrdlisis del enlace fosfodiéster de c-di-GMP. Como
resultado final, la concentracion intracelular de c-di-GMP es reducida, promoviendo
una mayor actividad de Clp, con la consecuente activacion de genes relacionados
a patogénesis y virulencia, promoviendo la sintesis de exopolisacaridos, proteasas,
pectinasas y endoglucanasas, asi como la transicion desde un estado unicelular
movil a un estado multicelular unido a superficies con la capacidad de formar
biopeliculas (An et. al, 2020; Ryan et. al, 2015; He et. al, 2007).
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Figura 1. Sistema de regulacion por Quorum sensing de Xanthomonas
mediante DSF (modificada de He et. al, 2008).

El proceso de fitopatogénesis provocado por las bacterias del género Xanthomonas
se encuentra regulado por un mecanismo de Quorum sensing dependiente de la
concentracion extracelular del factor de sefal difusible —DSF por sus siglas en
inglés— (A). A bajos niveles de densidad celular, la sintesis de DSF es reducida
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debido a que la enzima RpfF, responsable del paso final de su sintesis, se encuentra
inhibida por su union a la proteina RpfC. En cambio, conforme la densidad celular
aumentay, con ello, el nivel de DSF extracelular es mayor, la regién extracelular de
la proteina RpfC cambia su conformacién, autofosforilandose y liberando a la
enzima RpfF, la cual adquiere una conformacion cataliticamente activa que permite
la sintesis de mas DSF. Al mismo tiempo, la proteina RpfC transfiere un grupo
fosforilo a la proteina RpfG, encargada de la regulacién de procesos de virulencia y

adaptacion (B).

Clp pertenece a la superfamilia CRP/FNR, cuyos integrantes presentan una enorme
variedad de funciones metabdlicas que incluyen la regulacion de factores de
virulencia, fijacion de nitrogeno, fotosintesis, degradacion de compuestos
aromaticos, entre otras. Los elementos estructurales representativos de esta
superfamilia son la presencia de un motivo hélice-alfa-hélice (HTH) en su regién C-
terminal (DBD), que se une al surco mayor del ADN y un dominio de unién a

nucledtido ciclico en su region N-Terminal (CBD) (Korner et. al).

El primer miembro descrito de esta superfamilia es la proteina CRP de E.coli, un
regulador transcripcional de ~50 kDa constituido por un homodimero de 209
residuos por subunidad (Lawson et. al, 2004).
El sitio consenso de union a ADN de EcCRP esta constituido por la secuencia
palindromica 5-AAATGTGATCTAGATCACATTT-3. Cada subunidad del
homodimero de CRP esta conformada a su vez por 6 hélices alfa y 11 hebras beta
(Figura 2) (Kim et. al, 1992).



Figura 2. Esquema estructural de un monémero de EcCRP (tomada de Kim et.
al, 1992).

Las seis hélices alfa presentes en la estructura de EcCRP se encuentran nombradas
de la A a la F, mientras que sus 11 hebras beta se muestran numeradas. Entre las
hélices C y D se encuentra una region de bisagra compuesta por los residuos 135-
138, mientras que las hélices E y F constituyen el motivo hélice-giro-hélice presente
en el dominio DBD, siendo la hélice F la que media el contacto entre la proteina y el
ADN.

CRP posee un mecanismo de regulacion alostérico, teniendo una conformacién
inactiva cuyo dominio DBD, conformado por los residuos 1-136, se une al ADN de
manera inespecifica y con poca afinidad. En esta conformacién, la hélice C, que
sirve como interfaz de dimerizacion para los dominios CBD de cada subunidad, se
encuentra como una hélice corta con tres vueltas menos. Esta disposicion
estructural conlleva a un posicionamiento de las hélices-F, localizadas en el motivo
HTH, poco propicio para el reconocimiento correcto del ADN. En cambio, cuando el
dominio CBD, conformado por los residuos 139-209, interactua con el adenosin
monofosfato-3’,5’ Ciclico (AMPc), ocurre un cambio conformacional que permite que
la proteina adopte una conformacion activa con una alta afinidad por su sitio de



unién en el ADN. En este cambio, la hélice-C experimenta una transicién a una
hélice extendida con tres vueltas adicionales, que conlleva a una rotacién de 60° y
un acortamiento en la distancia entre las hélices-F, lo que permite su
posicionamiento 6ptimo para unirse al ADN (Figura 3) (Benoff et. al, 2002; Popovych
et. al, 2009).
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Figura 3. Cambios conformacionales en EcCRP tras su union a AMPc (tomada
de Popovych et. al, 2009).

En ausencia de AMPc, la proteina EcCCRP muestra una configuracion en la que las
hélices F de la region DBD se encuentran a una distancia de 41 A que no permite
la union al surco mayor del ADN, necesaria para su actividad de regulador
transcripcional. En cambio, tras la unién de AMPc dentro del sitio de unién a AMPc,
las hélices-C contiguas a éste experimentan una transicion a una configuracion
extendida con tres vueltas adicionales, lo cual genera una rotacion horizontal de 60°
de las hélices F y el consecuente acortamiento de 7 A en la distancia entre ellas,
situandolas a una distancia final de 34 A, propicia para su unién sobre surcos

mayores sucesivos del ADN.

Si bien la mayoria de integrantes de la superfamilia CRP/FNR requieren la union a
nucledtido ciclico especifico para permitir su unién al ADN, Clp no presenta este
requerimiento. En cambio, la unién a su efector especifico, el segundo mensajero
c-di-GMP, inhibe de manera alostérica su unién al ADN (Leduc & Roberts, 2009).

Mediante analisis bioinformaticos se ha encontrado que Clp tiene una identidad de



secuencia del 45% con la proteina CRP (de Crecy-Lagard, 1990). Una caracteristica
interesante dentro de esta identidad compartida es la conservacion de 4 de los 6
residuos de aminoacidos (G87, E88, R98 y T148) que unen el AMPc en CRP (Dong
et. al, 1992). Sin embargo, tanto la enzima adenilato ciclasa como el AMPc se
encuentran ausentes en los miembros del género Xanthomonas (Chen et. al, 2010).
En cambio, Clp ha adoptado un rol protagénico de la regulacién génica dentro de
este grupo, gracias a la adquisicion de mutaciones particulares que le han conferido
la versatilidad de modular la actividad de por lo menos 299 genes, entre los que
destacan algunos involucrados en la modulacion del comportamiento entre estados
planctonico-sésil, la formacién de biopeliculas, y la produccion de factores de
virulencia (He et. al, 2007; Chen et. al, 2010). Estudios de cepas de diferentes
especies del género Xanthomonas mutantes del gen clp o de genes involucrados
en la regulacion de éste, han permitido corroborar lo anterior (Egli et. al, 1990; Slater
et. al, 2000; Tao et. al, 2010; Romeo et. al, 2012; Xiuhong et. al, 2012; Romling et.
al, 2013; Jenal et. al, 2017).

La region N-terminal de Clp esta conformada por los residuos 1-127, mientras que
los residuos 158-230 conforman su regién C-terminal, con una larga hélice alfa
(hélice-C) intermedia compuesta por los residuos 128-157 que sirve como interfaz
de dimerizacion. La regién N-terminal esta compuesta por un barril beta formada a
su vez por 8 hebras beta antiparalelas, flanqueado por 2 hélices alfa (hélice-A y
hélice-B), mientras que la regiéon C-terminal se compone de 4 hebras beta
antiparalelas y 3 hélices alfa (hélice-D, hélice-E y hélice-F), de las cuales la hélice-
E y hélice-F, asi como el bucle que conecta a ambas, constituyen el dominio HTH
con capacidad de union al ADN. Estudios cristalograficos muestran que el
homodimero de Clp, con un peso molecular de ~52 kDa, posee una estructura
simétrica, en la que cada subunidad presenta el acercamiento entre sus hélices-F
propicio para su union activa al ADN. Este acercamiento esta dado por la interaccion
entre el residuo D162 y el residuo D159 mediante dos puentes de hidrégeno. Asi

mismo, el residuo V165 posee una cadena lateral con un mayor volumen respecto



al residuo A145 correspondiente en CRP. Este par de caracteristicas estructurales

propician la conformacion activa de Clp con unién al ADN (Chin et. al, 2010).

En esta conformacion activa, destaca un par de elementos particulares adicionales.
En primer lugar, al comparar los sitios de union de CRP y Clp a su respectivo efector,
la mayoria de residuos presentan una disposicion similar a excepcion de los
residuos S84 y E130 de CRP, correspondientes a los residuos E99 y R150 en Clp.
Como consecuencia de esta ultima interaccion se forma un puente salino en el que
la cadena lateral del residuo E99 se dispone hacia fuera del sitio de unién a ligando,
manteniéndolo cerrado e impidiendo su interaccion con AMPc. (Chin et. al, 2010).
Estos dos rasgos explican la baja afinidad de Clp por AMPc observada en
investigaciones previas (Leduc & Roberts, 2009). Sin embargo, esta misma
interaccidn esta acompafiada por una molécula de agua que forma dos puentes de
hidrégeno entre un atomo de nitrégeno de la cadena lateral del residuo E99 y un
atomo de oxigeno en la cadena lateral del residuo R150 que en ultima instancia
propicia un efecto en Clp similar al efecto correspondiente que la union de AMPc
ejerce al unirse a CRP (Chin et. al, 2010).
El segundo elemento clave consiste en el residuo R195 de Clp (correspondiente al
residuo Q175 de CRP), el cual propicia un cambio en la disposicion del residuo E192
que da lugar a la formacion de un puente salino entre ambos residuos y, con ello, la
formacion de un puente de hidrégeno entre los residuos E192 y Y79. Dado que
estos residuos se encuentran localizados en la regiéon C-terminal y N-terminal
respectivamente, su interaccion ocasiona un acercamiento entre ambas regiones,
reduciendo la distancia entre ellas en alrededor de 6 A. En esta disposicion, el
dimero de Clp adopta una conformacién simétrica en la que cada mondmero

presenta la forma cerrada adecuada para su unién al ADN (Chin et. al, 2010).

Por otro lado, uno de los obstaculos que impide un rendimiento 6ptimo en la
expresion y purificaciéon de una proteina en particular consiste en la formacién de
agregados que ademas complican su estudio estructural y funcional (de Marco,
2008). El fendmeno de agregacion es comun en la produccion de proteinas

recombinantes, en la que existe una amplia documentacién sobre su acontecimiento



en multiples sistemas de expresion (Gasser et. al, 2008). En trabajos previos de
nuestro laboratorio se han estandarizado algunas metodologias en la expresion y
purificacion de la proteina Clp de Xanthomonas campestris y Xanthomonas
axonopodis (XaClp), en las que se han hecho evidentes sus particularidades de
estabilidad y rendimiento. En el caso de XaClp, se han obtenido cristales con una
resolucion de 2.6 A gracias al trabajo de Karina Rosales (2019). Sin embargo, en el
presente trabajo se observé que la proteina tiene una alta tendencia a agregarse,
por lo cual se realiz6 un analisis bioinformatico y de las condiciones que podrian
estar implicadas en ello, con la finalidad de proponer una metodologia que permita
un estudio estructural y funcional o6ptimo para lograr profundizar en su
caracterizacion. De esta manera, se lograron determinar algunos aditivos que
muestran un efecto de reduccién en la agregacién de XaClp mediante su analisis
por dispersion dinamica de luz. Ademas, tras el analisis in silico de las regiones de
la proteina con mayor contribucién a su agregacion (denominadas como hotspots)
se proponen mutaciones que permiten evitar su acontecimiento al identificar al
hotspot de mayor relevancia en este fendmeno, asi como una mutacion puntual que

potencialmente permite eliminar su formacion.



2. Materiales y métodos

2.1 Expresion heterdloga de Clp

Se descongelaron 50 yL de células BL21 (DE3 Star) competentes durante 10 min,
y se anadieron 2 uL del vector con la construcciéon pET28pps_6XHis-Clp. Tras 20
min de incubacién en hielo, las células fueron sometidas a choque térmico a 42°C
durante 45 s, para posteriormente mantenerlas en incubacion en hielo durante 2
min. Se anadieron 500 yL de medio LB, dejando las células en incubacion a 37°C
con agitacion constante a 190 rpm durante 1 hora. Posteriormente, las células
fueron centrifugadas a 6,000 rpm, y se tomaron 500 uL del sobrenadante para su
desecho. El precipitado celular se resuspendié en 50 uL de medio LB y sembrado
en placas de LB agar adicionado con kanamicina [50 ug/mL], dejando en incubacién
a 37°C durante 16 h. Tras el tiempo de incubacion, se prepara un preinéculo en 25
mL de medio LB adicionado con kanamicina [50 ug/mL] utilizando una de las
colonias obtenidas, manteniendo en incubacion a 37°C durante 12 h. Una vez
transcurrido este tiempo, se afiade el preindculo a 500 mL de medio LB adicionado
con kanamicina [50 ug/mL], el cual es incubado a 37°C en agitacién constante a 190
rom hasta alcanzar una OD 600 de 0,6. La induccién fue realizada mediante la
adicion de IPTG a una concentraciéon final de 0.5 mM al cultivo celular, para
posteriormente mantenerlo en incubacién a 28°C en agitacion constante por 16 h.
Se tomaron muestras de 1 mL del cultivo tanto antes de la adicion de IPTG como
después del tiempo de expresidon para realizar la lectura de densidad 6ptica a 600
nm (ODsoonm) de cada una, para su analisis por SDS-PAGE (Figura 4). Finalmente,
el cultivo celular se centrifuga a 10,000 rpm en rondas de 10 min, desechando el
sobrenadante y conservando la masa celular en refrigeracion a -20°C hasta su uso

posterior.

2.2 Purificacion de Clp mediante cromatografia por afinidad a niquel

La masa celular de 1 L de cultivo (2.42 gramos de peso humedo) se resuspende en
35 mL de amortiguador de lisis (Tris-HCI pH 7.5 25 mM, glicerol 15%, KCI 500 mM,
LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 1 mM) y se lisa por sonicacién por pulsos 15s ON/30s
OFF a 50% de amplitud durante 7:30 min. El lisado celular se centrifuga a 12,000



rom durante 15 min. Posteriormente, se afade polietilenimina (PEI) a una
concentracion final de 0.5% para precipitar los acidos nucleicos presentes en el
lisado celular y se centrifuga nuevamente a 12,000 rpm durante 15 min. La fraccién
soluble obtenida es transferida a una columna de agarosa Ni-NTA de Qiagen
previamente equilibrada con 5 volumenes de columna (CV) de amortiguador de lisis.
La elusion de la proteina se realiza mediante una serie de lavados en un gradiente
de imidazol de la siguiente manera: 10 CV de amortiguador de lisis adicionado con
imidazol 10 mM, 6 CV con amortiguador de lisis adicionado con imidazol 50 mM, 6
CV con amortiguador de lisis adicionado con imidazol 100 mM y 6 CV con
amortiguador de lisis adicionado con imidazol 200 mM.

Se tomaron muestras del lisado celular, la fraccion soluble, el frente y las eluciones
para su analisis por SDS-PAGE. De igual manera, tras el analisis por SDS-PAGE
se tomaron las muestras que contenian la proteina purificada para su cuantificacion

por Bradford.

2.3 Analisis de agregacion por dispersion dinamica de luz (DLS)

Se tomaron muestras de 200 uL de la primera fraccion eluida con imidazol 200 mM
a las que se anadieron individualmente un aditivo distinto. Por otra parte, se tomé
una muestra de 200 uL de la misma fraccion a la que no se afadié ningun aditivo.
Los aditivos utilizados y sus concentraciones finales fueron: una mezcla equimolar
de arginina y glutamato 50 mM, CHAPS 0.1%, Tween-20 0.05%, EDTA 1 mM vy (-
mercaptoetanol 15 mM.

A continuacién, las muestras fueron analizadas por DLS para evaluar los distintos
aditivos. Las muestras tomadas previamente fueron centrifugadas a 10,000 rpm
durante 4.5 h previo a realizar sus analisis en el equipo ZetaSizer APS (Lorber et.
al, 2012). Se ejecutaron una serie de lavados automatizados del equipo hasta
mantener la intensidad de kilocuentas por s (kcps) en un rango menor a 120 kcps.
Se tomaron 100 yL de cada muestra y se realizaron lecturas de cada una, en
intervalos de 10 min durante 4 h a 25°C. De igual manera, se realizaron lecturas con
las mismas condiciones 72 h después para evaluar el efecto de cada aditivo sobre

la agregacion de la proteina de interés.
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2.4 Deteccion de Clp por Western Blot

Se corrié un gel espejo por SDS-PAGE tomando 10 uL de las muestras antes (to) y
después de inducir la expresion de Clp (t1), de la muestra del sonicado t1 y una
muestra de la primera fraccion eluida con imidazol 200 mM. Una mitad del gel fue
tefiida con Coomasie R-250 y la otra mitad fue utilizada para evaluar la deteccion
de la proteina de interés mediante Western Blot. De acuerdo con el protocolo
(Bocanegra-Jimenez et al, 2021), el gel y la membrana de nitrocelulosa fueron
sumergidos en amortiguador de transferencia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM,
isopropanol 7.5% (v/v)) por 15 min en agitacion suave en recipientes separados. Se
utilizé la camara Semidry Thermo Owl para realizar la transferencia a 15 voltios
durante 90 min. Una vez transcurrido este periodo, la membrana fue incubada en
solucion de bloqueo (leche descremada tipo Svelty® al 5% disuelta en TBS) por 2
h a temperatura ambiente y en agitacién suave, colocando hacia arriba la parte de
la membrana que estuvo en contacto con el gel. Se realizaron tres lavados con 30
mL de TBS (Trisma base 20 mM, NaCl 0.5 M pH 7.5) por 5 min cada uno en
agitacion. Posteriormente, la membrana fue incubada con el anticuerpo primario 6X-
His Epitope Tag de ThermoFisher #MA1-21315 en TTBS (Tris base 20 mM, NaCl
0.5 M pH 7.5, Tween-20 0.5% (v/v)) por 12 h a 4°C en agitaciéon y 1 hora a
temperatura ambiente. Después de ello, se realizé una serie de 6 lavados con 30
mL de TBS por 5 min cada uno. La incubacion con el anticuerpo secundario se
realizd utilizando el anticuerpo Goat Anti-mouse IgG Alkaline Phosphatase de
Abcam #Ab97020 durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion. A continuacion,
se realizé una serie de 6 lavados con 30 mL de TTBS durante 5 min cada uno. Se
incubd la membrana en 25 mL de amortiguador de fosfatasa alcalina (Trisma base
0.1 M pH 9.5, MgCl25 mM, NaCl 0.1 M) a temperatura ambiente y en agitacion suave
por 5 min.

Para el proceso de revelado, se incubaron 20 mL de amortiguador de fosfatasa
alcalina a 37°C por 10 min y se adicionaron 200 yL de Reactivo A y 200 uL de
Reactivo B del kit Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate de BioRad #170-6432.
La membrana fue sumergida en esta solucién y se mantuvo en agitacién a

temperatura ambiente hasta que las bandas fueron visibles.
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2.5 Ensayos de cristalizacion

Posteriormente a la purificacion por IMAC, las muestras con la proteina purificada
fueron transferidas a un concentrador VivaSpin® Turbo 15. Para su concentracion,
se realizo la centrifugacion de la muestra a 3,500 g y 20°C. El volumen de la muestra
fue concentrado a 1 mL, y se diluyd nuevamente con 9 mL de amortiguador
optimizado para eliminar el contenido de imidazol, repitiendo este proceso 3 veces
mas.La muestra concentrada fue transferida a un concentrador Vivaspin® 500 y se
realizd su concentracion a 10,000 g y 20°C hasta alcanzar un volumen final de 150
ML, con una concentracion de proteina de 6.72 mg/mL

Para el ensayo de cristalizacion, se realizé mediante la técnica de difusion de vapor
en gota sentada, utilizando las 96 condiciones del kit de cristalizacion JCSG Plus™
(Anexo 1). Se depositaron 50 uL de precipitante en el pocillo mayor y gotas de la
muestra de proteina y precipitante en una proporcion 2:1 (1.2 yL de proteina:0.6 yL
de precipitante) en el pocillo menor. Asi mismo, como control negativo se
depositaron gotas del amortiguador optimizado y precipitante en la misma
proporcion sobre el pocillo menor aledaro al pocillo sobre el que se depositaron la
muestra de proteina y precipitante de cada condicion. Tras sellar la placa de
cristalizacion y mantenerla en resguardo en refrigeracion a 14°C, se realizaron
observaciones periddicas bajo el microscopio estereoscopico para dar seguimiento

a la formacioén de cristales.

2.6 Analisis y comparacion in silico de XaClp y EcCCRP

Se consulté la base de datos UniProt para descargar las secuencias en formato
FASTA de la proteina de interés (cédigo de entrada: Q8PQ45) asi como de la
proteina CRP de E. coli (codigo de entrada: POACJS8), las cuales fueron depositadas

en el servidor AGGRESCAN (http://bioinf.uab.es/aggrescan/) para determinar los

hotspots de agregacion de cada una, con la intencion de realizar un analisis
comparativo entre éstos. Adicionalmente, se realizé la comparacion estructural y de
la disposicion espacial de estos hotspots mediante el software UCSF Chimera
(version 1.17.3) utilizando los archivos pdb correspondientes a EcCRP (PDB ID:
1ILB) y a la estructura de XaClp resuelta por Karina Elisa Rosales Pérez durante su

tesis de maestria (aun no depositada en el PDB).
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3. Resultados y discusion

3.1 Expresion heteréloga de Clp

La induccion por IPTG 0.5 mM, por 16 h a 28°C de cultivos celulares de células
BL21 (DE3) Star transformadas con el vector que contiene la construccion
pET28pps_6XHis-Clp dio lugar a la expresion exitosa de nuestra proteina de interés,
tal como puede observarse en el analisis de las muestras tomadas previa y
posteriormente a la adicion de IPTG mediante SDS-PAGE en geles al 15% de
poliacrilamida (Figura 4).

Y i . .';"' i
( -

q“:r SO RS SRl AT

Figura 4. Expresion heteréloga de Clp

Gel de poliacrilamida al 15% en el que se muestra el electroferograma de un
volumen de 10 uL de 4 cultivos celulares (M1, M2, M3 y M4), donde se puede
observar el perfil de expresion previo (t0) y posterior (1) a la induccién por IPTG 0.5
mM. En este ultimo, puede apreciarse una banda diferencial correspondiente al
peso molecular de la proteina de interés (enmarcada en rojo) tomando como
referencia el marcador de peso molecular (M) Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards de Bio-Rad.
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3.2 Purificacién de Clp mediante cromatografia por afinidad a niquel

Inicialmente, la purificacion de la proteina de interés mediante IMAC se llevo a cabo
con el amortiguador A (Tris-HCI 25 mM, pH 8.2, glicerol 15%, KCI 500 mM, LiCl 25
mM, B-mercaptoetanol 1 mM), obteniendo un rendimiento de 6.0 mg/L de acuerdo
al método de Bradford. Ademas, se observé que las muestras colectadas mostraron
signos notorios de precipitacion y, al analizarse por DLS, una alta tendencia a
agregarse. Sin embargo, al apreciar que dicho amortiguador tiene un pH cercano al
punto isoeléctrico tedrico de Clp (8.9, de acuerdo con el servidor

https://web.expasy.org/compute pi/), y lo cual promueve la tendencia de

agregacion, se opto por emplear un amortiguador optimizado con aquellos aditivos
que mostraron mejores propiedades para reducir este inconveniente tras su
evaluacion por DLS, ajustando su pH final a un valor de 7.5.

Tras el anadlisis por SDS-PAGE de una muestra purificada con este amortiguador
optimizado (Tris-HCI 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiClI 25 mM, B-
mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) se encontré que la
proteina pura eluye principalmente en las fracciones lavadas con imidazol 200 mM
(Figura 5). De acuerdo con la cuantificacion de estas fracciones por el método de
Bradford se obtuvieron 14.6 mg/L de cultivo.

Por su parte, la induccidn de la expresion heteréloga en dichos trabajos iniciales se
realizd6 con una concentracion final de IPTG de 0.2 mM, mientras que para los
experimentos posteriores se realizd con una concentracion final de 0.5 mM, de
acuerdo a un trabajo previo de Chin y colaboradores en el que se reportd una
estructura cristalografica de la proteina Clp de Xanthomonas campestris (Chin et. al
2010).
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Figura 5. Purificacion de Clp mediante cromatografia por afinidad a niquel

Gel de poliacrilamida al 15% en el que se muestra el electroferograma de la muestra
tras su sonicacién (Sc), previo y posterior a la adicion de PEI (aPEI, dPEI,
respectivamente), el frente de la fraccidén soluble después de ser transferida a la
columna Ni-NTA de Qiagen (F) y las fracciones eluidas con el amortiguador de lisis
adicionado con imidazol 200 mM (200 mM Im), donde puede apreciarse en estas
ultimas la presencia de una banda con un peso molecular 26 kDa, correspondiente
a la proteina de interés tomando como referencia el marcador de peso molecular

(M) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards de Bio-Rad.

3.3 Analisis de agregacion por dispersion dinamica de luz

Debido a la recurrente agregacion de la proteina de interés, se decidid analizar el
efecto de diferentes aditivos empleados con frecuencia para evitar este
inconveniente (Arakawa & Timasheff, 1985; Golovanov et. al, 2004; Bondos &
Bicknell, 2003).

Teniendo en cuenta que durante la purificacion de proteinas mediante IMAC suele
ocurrir la difusion de iones de niquel desde la columna cromatogréafica hacia la
muestra eluida, los cuales pueden promover la agregacion de proteinas purificadas

por esta técnica (Swaim et. al, 2020), el EDTA fue seleccionado como un aditivo a
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evaluar por sus propiedades quelantes de diversos metales, entre ellos el niquel
(Sharpe, 2014). De manera similar, el uso de detergentes no desnaturalizantes
como CHAPS y Tween-20 estd documentado como una medida para prevenir la
agregacion proteica, debido a su capacidad de solubilizar agregados que se
encuentran asociados por sus regiones hidrofobicas expuestas al solvente (Qin et.
al, 2010; Zhang et. al, 2021). Por otra parte, se ha encontrado que la adicion de una
mezcla equimolar de arginina y glutamato 50 mM es efectiva en reducir la tasa de
agregacion al interactuar con regiones cargadas e hidrofébicas en la superficie de
las proteinas, impidiendo asi que interactuen entre ellas (Golovanov et. al, 2004).
Por ultimo, el B-mercaptoetanol es un agente reductor que forma aductos con
cisteinas expuestas en la superficie de algunas proteinas, las cuales tienen la
tendencia a formar residuos de cistina que promueven la agregacion proteica
(Sharpe, 2014). De esta manera, los aditivos que se tomaron en consideracion
fueron EDTA 1 mM, CHAPS 0.1%, Tween-20 0.05%, una mezcla equimolar de

Arginina y Glutamato 50 mM, asi como B-mercaptoetanol 15 mM.

Se realizaron lecturas durante 4 h a 25 °C en intervalos de 10 min por DLS en el
equipo ZetaSizer APS de las diferentes muestras a las que se les afadié un aditivo
particular a evaluar. Estas lecturas se realizaron tanto al momento de ser colectadas
tras la purificacion por IMAC como 72 h después. Las muestras colectadas tras la
purificacion por IMAC muestran la presencia de distintas poblaciones de particulas.
En el caso de la muestra procesada con el amortiguador A (Tris-HCI 25 mM, pH 8.2,
glicerol 15%, KCI 500 mM, LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 1 mM), destaca la
presencia de particulas con un radio hidrodinamico en el rango de 100 nm, ademas
de la presencia de una poblacion con un radio hidrodinamico de alrededor de 500
nm tras 72 h. Si bien el resto de muestras a las que se le afiadié un aditivo particular
mostraron la presencia de una poblacidon de particulas con un radio hidrodinamico
de 100 nm, pudo observarse que en algunas de ellas existe una sefal menos
intensa tras 72 h. En cambio, otras condiciones, como la adicion de la mezcla
equimolar de arginina y glutamato 50 mM, no consiguieron un efecto significativo en

este aspecto (Figura 6).
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Figura 6. Analisis de aditivos en el proceso de agregacion de Clp.
El uso de CHAPS 0.1% como aditivo en el amortiguador A (Tris-HCI 25 mM, pH 8.2,
glicerol 15%, KCI 500 mM, LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 1 mM) no solo produce
una estabilizacion en la sefal de la poblacidn de particulas con un radio



hidrodinamico de 5 nm, sino que también puede observarse una reduccion en la
sefal de la poblacion de agregados con un radio hidrodinamico correspondiente a
100 nm tras 72 h. En cambio, si bien la mezcla equimolar de glutamato y arginina
50 mM muestra una sefal positiva para una poblacién con radio hidrodinamico de
5 nm, no logra una reduccion significativa en la sefal asociada a la poblacion de

agregados con radio hidrodinamico de 100 nm.

Al considerar el resultado positivo en la reduccién de la sefal de las poblaciones
con un radio hidrodinamico de 100 nm en las muestras con las condiciones -
mercaptoetanol 15 mM, EDTA 1 mMy pH 7.5 (Figura S1) y CHAPS 0.1%, se evaluo
su efecto en conjunto y, de manera concordante, este amortiguador optimizado
(Tris-HCI 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 15 mM,
CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) mostré un efecto de mayor estabilidad para la
proteina comparado al amortiguador sin modificar y cada condicion por separado,
en el cual no se observa la formacion de poblaciones de grandes agregados,
ademas de que puede apreciarse una sefal mas intensa para la poblacion de

particulas con un radio hidrodinamico de alrededor de 5 nm (Figura 7).
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Figura 7. El procesamiento de XaClp con el amortiguador optimizado reduce
su tendencia a la agregacion.
Inicialmente, las muestras procesadas con el amortiguador A (Tris-HCI 25 mM, pH
8.2, glicerol 15%, KCI 500 mM, LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 1 mM) muestran la

presencia de una poblacion de particulas con un radio hidrodinamico de 100 nm,
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mientras que, tras 72 h, puede observarse la formacion de agregados con un radio
hidrodinamico de 1000 nm. En contraste, para las muestras procesadas con el
amortiguador optimizado (Tris-HCI 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM,
B-mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) no se observa la

formacion de dichos agregados.

De acuerdo al peso molecular de nuestra proteina de interés (26 kDa) el radio
hidrodinamico del homodimero de Clp, ronda los 3 nm. Por su parte, las poblaciones
con un radio hidrodinamico de alrededor de 5 nm observadas en nuestras muestras
corresponden a particulas con un peso molecular de 145 kDa. Teniendo en cuenta
la capa de solvatacion alrededor de la proteina, asi como la presencia de la etiqueta
6XHis en ella, dichas poblaciones sugieren estar conformadas por tetrameros de
XaClp. De esta manera, podemos concluir que el uso del amortiguador optimizado
evita la formaciéon de los grandes agregados de nuestra proteina observados
inicialmente con el amortiguador A, al mismo tiempo que mantiene una senal estable
para las poblaciones de particulas correspondientes a complejos tetraméricos de
XaClp.
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3.4 Deteccidn de Clp por Western Blot

Para poder verificar que la proteina purificada mediante IMAC correspondia
efectivamente a nuestra proteina de interés, se realizé un Western Blot siguiendo
los pasos del protocolo detallados previamente (Bocanegra-Jimenez et al, 2021). La
membrana de nitrocelulosa a la cual se transfiridé la muestra a analizar indico
positivamente que ésta corresponde a la proteina Clp, de acuerdo a la presencia de
una banda en la membrana de nitrocelulosa que coincide especificamente con la
banda de nuestra proteina purificada obtenida por SDS-PAGE, al mismo tiempo que
pudo observarse la presencia de la proteina tanto en la muestra t1 asi como en la
muestra del sonicado, mientras que no hubo presencia de ninguna sefal positiva en

la muestra correspondiente a tO (Figura 8).
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Figura 8. Deteccion de Clp mediante Western Blot

lzquierda: gel de poliacrilamida al 15% que muestra el electroferograma de una
muestra de cultivo celular previo y posterior a la adiciéon de IPTG (t0, t1,
respectivamente), asi como de una muestra del cultivo celular t1 posterior a ser
procesada por sonicacion (Sc) y una muestra de la purificacion mediante IMAC
correspondiente a la fraccidon eluida con el amortiguador de lavado adicionado con
imidazol 200 mM (PP). Derecha: membrana de nitrocelulosa a la cual fueron
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transferidas las muestras t0, t1, Sc y PP para la deteccion de la proteina de interés
mediante Western Blot. En ambas imagenes se muestra el marcador Precision Plus

Protein™ Dual Color Standards de Bio-Rad (M) como referencia de peso molecular.

3.5 Ensayos de cristalizacion

Tras la observacion periodica de la placa de cristalizacion bajo el microscopio
estereoscoépico, no se logré obtener la formacion de cristales de la proteina de
interés bajo las condiciones evaluadas. En cambio, se observo la presencia de
precipitados amorfos en el 44% (43 de 96) de las gotas con la muestra de proteina.
Esto ultimo podria ser consecuencia de que la concentracidn de proteina utilizada
en estos ensayos (6.72 mg/mL) fue menor que la concentracion utilizada en los
trabajos previos de Karina Rosales (10 mg/mL) que permitid la cristalizacion de
XaClp.

3.6 Analisis y comparacion in silico de XaClp y EcCRP

Debido a la tendencia de agregacién de la proteina de interés observada durante la
realizacion de este trabajo, se considerd analizar su secuencia en busqueda de
regiones implicadas en este fendmeno con la finalidad de determinar sugerencias a
implementar en trabajos futuros para evitar la agregacion de la proteina y obtener
mayores avances en su caracterizacion bioquimica y estructural. De igual forma, se
analizé la secuencia de EcCRP con la finalidad de tener un marco de referencia que
nos permitiera localizar diferencias en XaClp con una posible implicacion en su
tendencia a la agregacion.

Tras depositar las secuencias en formato FASTA correspondientes a XaClp y
EcCRP, el servidor AGGRESCAN determin6 que existen 7 y 8 regiones,
respectivamente, propensas a la agregacion de la proteina. 4 de las 7 regiones
presentes en XaClp tienen un hotspot correspondiente en EcCRP, mientras que una
region reportada en XaClp como hotspot no esta determinada como tal en la regién
correspondiente en EcCRP (Figura 9y 10). Por otra parte, el hotspot 4 reportado en
XaClp tiene un hotspot parcialmente correspondiente en EcCRP, dada que la

extension del primero es mas larga que la de este ultimo (Tabla 1).
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Tabla 1. Sitios propensos a la agregacion en XaClp y EcCRP. Comparacién de
las secuencias de los hotspots en XaClp reportados por el servidor AGGRESCAN
respecto a las secuencias correspondientes en EcCRP. Los “—* se refieren a la
ausencia de una secuencia correspondiente en ECCRP (hotspot 1 en XaClp) o bien
a que dicha secuencia en EcCRP no esta reportada como un sitio propenso a la
agregacion de la proteina (hotspot 4 en XaClp). La secuencia resaltada en azul del
hotspot 5 en XaClp se refiere a los residuos correspondientes que conforman el

hotspot equivalente en EcCRP.

Hotspot en Secuencia Hotspot correspondiente
XaClp en EcCRP
1 5-NTTVVTTTV-13 -
2 53-GTLYYVISGSVSII-66 39-TLYYIVKGSVAVLI-52
3 76-VLGYFGSGE-84 60-MILSYLNQG-68
4 87-GEMGLFI-93 -
5 132-KILYAIGVQLSK-143 113-ILMRLS-118
6 154-RLAFLDVTD-162 133-GNLAFLDVT-141
7 220-RGKTVVLYGTR-230 200-HGKTIVVYGTR-210
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Figura 9. Hotspots de agregacion de EcCRP-AMPc y XaClp de acuerdo al
servidor Aggrescan.

Modelo de EcCRP-AMPc (PDB ID: 1ILB) (A) y de XaClp (B) (PDB aun no
depositado) sobre los que se resaltan las regiones correspondientes a los hotspots
de agregacion comunes para ambas estructuras: hotspot 2 (verde claro), hotspot 3

(verde oscuro), hotspot 6 (cian) y hotspot 7 (verde mar).
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Figura 10. Disposicion de los hotspots presentes en la secuencia de XaClp y
EcCRP.

De acuerdo al alineamiento entre las secuencias de XaClp y EcCRP puede

observarse que algunos de los hotspots predichos por AGRRESCAN en la

secuencia de cada una presentan algunas coincidencias, como su disposicién en la

secuencia. Sin embargo, algunos de los hotspots de EcCCRP (enmarcados en negro)

no tienen un hotspot correspondiente en XaClp (cuyos hotspots aparecen

enmarcados en rojo), y viceversa.
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Es importante mencionar que el hotspot 1 de XaClp reportado por el servidor no
tiene un hotspot correspondiente en ECCRP. Teniendo esto en cuenta, esta region
podria ser relevante en el fendmeno de agregacion particular de XaClp.

Por ello, se decidi6é analizar los puntajes de agregacion asignados a cada residuo
dentro de la secuencia del hotspot 1, en la cual se observa que los residuos N5, V9,
T10, T11 y T12 presentan los puntajes mas altos. En consecuencia, se realiz6 el
analisis in silico del efecto de diferentes mutaciones sobre la secuencia de este
hotspot, sustituyendo dichos residuos por residuos de alanina para encontrar qué
modificaciones podrian reducir la tendencia de agregacion de la proteina.

Como resultado, se encontré6 que las mutaciones N5A, T10A, T11A, T12A no
reducen el puntaje de agregacion para los residuos dentro del hotspot 1, y en
algunos casos incluso lo incrementan (Tabla 2). En cambio, la mutacién VOA no solo
muestra una reduccion en el puntaje de agregacion de todos los residuos dentro del
hotspot 1, si no que ya no es considerado como tal por el servidor (Figura 11). De
acuerdo con esto, podriamos sugerir que una construcciéon de XaClp con dicha
mutacion permitiria eliminar los problemas de agregacion observados en la proteina

silvestre.
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Tabla 2. Efecto de las mutaciones puntuales sobre los residuos con mayor
puntaje de agregacion en la secuencia del hotspot 1 de XaClp de acuerdo al
servidor AGGRESCAN. Tras la sustitucion puntual de los residuos con mayor
contribucion a la agregacién en la secuencia del primer hotspot de XaClp (5-
NTTVVTTTV-13) predicho por el servidor AGGRESCAN por residuos de alanina, se
puede observar que las mutaciones N5SA, T10A, T11A y T12A no logran una
reduccion en el puntaje de agregacion global del hotspot, sino que incluso aumenta.
En cambio, la mutacion VI9A produce una reduccion significativa en los puntajes de
todos los residuos de la secuencia, al grado de que el servidor ya no la designa

como un hotspot de agregacion.

Construccion

Residuo XaClp WT | N5A VOA T11A

5-Asparagina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148

6 - Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148

7 -Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
8-Valina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
9-Valina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
10-Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
11-Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148

12 -Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
13-Valina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148
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Fig. 11. La mutacion in silico V9A elimina el hotspot 1 en XaClp.

El analisis con el servidor AGGRESCAN de la secuencia silvestre de XaClp muestra

la presencia de 7 sitios de agregacién en ella (A). Al sustituir la valina en la posicion

9 por un residuo de alanina, puede apreciarse que el servidor solo predice 6 sitios

de agregacion, entre los cuales ya no se encuentra el hotspot 1 (B). También se

muestra como referencia adicional el resultado de la mutacion G228A del hotspot
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con mayor exposicion al solvente -hotspot 7-, en el que se puede observar que no

produce ningun efecto significativo (C).

Adicionalmente, se utilizé la herramienta PDBePISA para el analisis de los 6
hotspots restantes de XaClp, depositando el archivo correspondiente a la estructura
resuelta por Karina Rosales. Esta herramienta permite, entre otras cosas, llevar a
cabo un analisis sobre el area accesible al solvente (ASA, por sus siglas en inglés)
de una proteina (Tabla S1). Determinar esta caracteristica es relevante para
conocer si alguno de los hotspots presenta una superficie expuesta al exterior de la
proteina y de esta manera nos permite proponer de una manera racional cual de
ellos podria tener una contribucion relevante en la agregacion de la proteina de
interés.

Para ello, es necesario tener en cuenta el area de accesibilidad relativa al solvente
(RSA, por sus siglas en inglés) de cada residuo que conforma a cada hotspot. Dicho
valor es resultado de la relacidon entre el ASA de un residuo particular y su area
maxima accesible al solvente (MaxASA) (Tabla S2). De manera convencional, un
residuo particular puede considerarse como expuesto al solvente si su RSA es
mayor al 20% (Chen & Zhou, 2005; Tien et. al, 2013).

De acuerdo a los resultados, puede apreciarse que los hotspots 2, 3, 6 y 7 destacan
por presentar una gran proporcion de residuos clasificados como accesibles al
solvente. Por su parte, los hotspots 4 y 5 tienen una menor proporcion de residuos
accesibles al solvente, de los cuales ninguno de ellos supera un RSA del 20%. Entre
los hotspots 2, 3, 6 y 7, existe una variacion entre los residuos que superan el umbral
del 20% para considerarlos expuestos al solvente: para el hotspot 2, son los
residuos G53 y T54 junto con los residuos 159, S60 y G61; para el hotspot 3 son los
residuos Y79 y los residuos G81, S82 y G83; para el hotspot 6 son los residuos
T161 y D162; y, por ultimo, para el hotspot 7 son los residuos R220, G221, K222,
T223 y G228 (Tabla S3).

A continuacion, entre estos residuos se consideraron aquellos de naturaleza
hidrofébica para evaluar el efecto de su mutacioén in silico por residuos de alanina.

De esta manera, los residuos seleccionados fueron 159 y G61 para el hotspot 2;
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Y79, G81 y G83 para el hotspot 3; y G221 y G228 para el hotspot 7. Sin embargo,
la mutacion in silico de estos residuos no generd una reduccion relevante en sus

puntajes de agregacion Tabla S3).

30



Conclusion

El trabajo experimental realizado durante la investigacion permiti6 ahondar mas en
algunos de los aspectos bioquimicos relevantes para la estabilidad estructural de
XaClp. Se observé una mayor estabilidad en la sefial de poblaciones de particulas
con un radio hidrodinamico de ~5 nm en las muestras procesadas con el
amortiguador optimizado (Tris-HCI 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM,
B-mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) respecto a aquellas
procesadas con el amortiguador no optimizado (Tris-HCI 25 mM, glicerol 15%, KCI
500 mM, LiCl 25 mM, B-mercaptoetanol 1 mM. pH 8.9). De acuerdo al radio
hidrodinamico de dichas poblaciones, su peso molecular equivale a 145 kDa. El
peso molecular de una subunidad de la proteina Clp de Xanthomonas axonopodis
es de 26 kDa, aunque es importante recalcar que no se elimino la etiqueta 6XHis de
la proteina recombinante, la cual presenta un peso molecular de 0.8 kDa, ademas
de que la capa de solvatacion alrededor de la proteina también conforma una
fraccién de su radio hidrodinamico. Teniendo esto en cuenta, dichas poblaciones
sugieren estar formadas por complejos tetramericos de la proteina de interés, lo que
coincide con los hallazgos previos de Karina Rosales en los que se pudo apreciar

la formacion de cristales de XaClp con este tipo de complejos.

Resulta importante tener en cuenta que la proteina recombinante aun presenta la
etiqueta 6XHis con sitio de corte para la enzima PreScission (PPS). Al incubar la
proteina durante los trabajos iniciales con la enzima PPS, la escision no resultd
uniforme, probablemente debido al estado de agregacién de XaClp. Si bien los
efectos sobre el estado de agregacion de proteinas recombinantes con la etiqueta
6XHis son variables (Carlon et. al, 2007; Majorek et. al, 2014), seria interesante
realizar la incubacion de la proteina recombinante en las condiciones del
amortiguador optimizado en este trabajo, analizar la efectividad de la escision
enzimatica en dicha condicion y evaluar el estado de agregacién de Clp sin la
etiqueta 6XHis con sitio de corte para PPS para poder determinar si éstas

contribuyen al fenédmeno de agregacion.
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Por su parte, en cuanto a los ensayos de cristalizacion, no se obtuvo la formacion
de cristales bajo las condiciones realizadas en este trabajo. Teniendo en cuenta el
alto porcentaje de gotas con precipitados amorfos en ellas, es necesario alcanzar
una concentracion de proteina acorde a la utilizada en los trabajos de cristalizacion
de XaClp realizados anteriormente por Karina Rosales (2019) para permitir la

formacién de cristales.

Finalmente, de acuerdo al analisis bioinformatico de los distintos hotspots de
agregacion de la proteina de interés, el hotspot 1 parece ser el de mayor
contribucion a este fendmeno, al observar que dicho hotspot deja de ser predicho
como tal por la herramienta AGGRESCAN tras sustituir los residuos de valina (de
naturaleza hidrofébica y de mayor puntaje de agregacién en este hotspot) por
residuos de alanina, a diferencia de lo observado con el resto de los hotspots de la
proteina. Es importante afadir que la contribucion de este hotspot en particular
puede estar asociada a su aparente flexibilidad estructural, dado a que los trabajos
previos en los que se han determinado la estructura cristalografica de la proteina
Clp de Xanthomonas campestris y Xanthomonas axonopodis no contienen la
difraccion correspondiente a esta regién. De acuerdo con esto, se propone la
generacion y expresion de mutantes con la sustitucion V9A como una metodologia
a analizar para intentar obtener una proteina con un perfil de menor agregacion, y
asi facilitar el manejo y estabilidad necesarios para un estudio bioquimico y

estructural en trabajos posteriores.
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Figuras suplementarias, tablas y anexos

Figura S1. Efecto de distintas condiciones sobre la agregaciéon de XaClp

Si bien la presencia de grandes agregados de XaClp fue comun en todas las
muestras evaluadas, se pudo observar que condiciones concretas como la adicion
de B-mercaptoetanol 15 mM, el ajuste del pH a un valor de 7.5 y la adicion de EDTA
1mM redujeron la sefal de estas poblaciones tras 72 h. Adicionalmente, también
mostraron una estabilizacion en la sefial de poblaciones de complejos tetraméricos
de Clp, correspondientes a un radio hidrodinamico de aproximadamente 5 nm. Por
otro lado, se observa que la adicion de Tween-20 0.05% no mostré un efecto
significativo en estos aspectos.

La regiodn correspondiente al radio hidrodinamico esperado del dimero de XaClp (3

nm) se muestra enmarcada en negro.

B-mercaptoetanol 15 mM pH7.5
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Tabla S1. Residuos expuestos al solvente en los hotspots 2, 3,4, 5,6y 7 de
XaClp.

A. El analisis con la herramienta PDBePISA de la estructura de XaClp obtenida por
Karina Rosales muestra los residuos expuestos al solvente (azul claro) y los
residuos inaccesibles al solvente (azul oscuro), junto a su respectiva area accesible
al solvente (ASA). Ademas, se muestra el respectivo puntaje de agregacion de cada
residuo (aa4V) calculado por la herramienta AGGRESCAN.

B. El calculo de la superficie relativa accesible al solvente (RSA) de cada residuo
presente en los hotspots 2, 3, 6 y 7, producto de la relaciéon entre el ASA de cada
residuo calculado por PDBePISA y su respectivo MaxASA, muestra que hay una
proporcion particular de residuos que propiamente pueden considerarse accesibles
al solvente (RSA > 20%) para cada uno de estos hotspots (marcados en negritas).
A.

Inaccessible residues Solvent-accessible residues

Hotspot 2 Hotspot 3

aa # ASA # aa aady aa_# ASA # aa aadv
A:GLY 53 33.35 3 G 0.029 A:VAL 76 6.54 76 v 0.249
A:THR 54 s M T 0266 a:eu 77 60.38 ' L 0.394
e el L 0.672 A:GLY 78 15.99 78 G 0.499
e mr 2 Y M amm owmw sy o
AVAL 58 0.0 58V m M=e ze B 1 vy
CnE = 42.16 P I 0.843 A:GLY 81 28.19 81 G 0.304
A:SER 60 49.31 60 s 0.657 A:SER 82 78.75 82 s 0.328
A:GLY 61 28.34 61 G 0.73¢ A:GLY 83 24.89 83 G 0.328
A:SER 62 27.02 2 S 0.804 A:GLU 84 2,69 B4 E 0.042
A:VAL 63 0.00 63 vV 0.623

A:SER 64 7.95 64 5 0.264

A:ILE 65 22.68 63 I 0.139

A:TLE 66 1.67 66 I -0.005
Hotspot 4

aa_ # ASA # aa aadv

A:GLY 87 10.93 87 G 0.134

A:GLU 88 18.14 88 E 0.389

A:MET 89 73.21 89 M 0.748

A:GLY 90 15.99 90 G 0.396

A:LEU 91 20.79 91 L 0.186

A:PHE 92 94.47 92 F 0.042

A:ILE 93 97.64 | 93 I 0.181

Tabla S1. (Continuacién)
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Hotspot 5 Hotspot 6

—aa # ASA # aa aadv __aa # ASA # aa aadv
A:ARG 132 38.10 132 K 0.095 A:ARG 154 45.43 154 R 0.082
A:ILE 133 0.50 133 I 0.334 A:LEU 155 71.21 155 L 0.016
A:LEU 134 75.61 134 L 0479 A:ALA 156 70.56 156 A 0.296
ERRESIeaN 135 Y 0.660 A:PHE 157  173.32 |- F 0.283
A:ALA 136 12.26 136 A (_1.56(3 A:LEU 158 35.56 158 L 0111
AL LN e ! : LK A:ASP 159 82.93 150 D 0.111
SGrae e :35 g’ ? o A:VAL 160  29.36 160 ' 0.160
AML'10. 70,96 « - A:THR 161 61.08 161 T 0.341
A:GLN 140 24.60 140 Q 0.059

SR R 141 L 0.216 A:ASP 162 54.14 162 D 0.009
A:SER 142 70.13 142 S 0.167

A-LYS 143 58.92 143 K 0.022

Hotspot 7

aa # ASA # aa aa4v

A:ARG 220 62.07 220 R 0.047
A:GLY 221 68.08 221 G 0.070
A:LYS 222 59.32 222 K 0.070
A:THR 223 60.32 223 T 0314
A:VAL 224 3.52 224 v 0.259
A:VAL 225 5.19 225 vV 0.379
A:LEU 226 35.35 226 L 0.300
A:TYR 227 82.51 227 Y 0.283
A:GLY 228 102.77 228 G 0.283

B.

Hotspot (Secuencia)

Residuos con RSA > 20%

2 (53-GTLYYVISGSVSII-66) G53 =34.4%
154 =27.5%

159 = 21.6%

S60 = 34.5%

G61=29.2%

3 (76-VLGYFGSGE-84) Y79 =32.3%
G81=29.1%

S82 =55.1%

G83=25.7%

6 (154-RLAFLDVTD-162)

T161 = 37.5%
D162 = 29%

7 (220-RGKTVVLYGTR-230)

R220 = 23.4%
G221 =70.2%
K222 = 25.8%
1223 =37%
G228 = 98.8%
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Tabla S2. Area maxima accesible al solvente (MaxASA) de los 20 aminoacidos.
En la tabla se muestra el valor del MaxASA (medido en A2) de los 20 aminoéacidos
proteinogénicos de acuerdo a informacion empirica recopilada a partir de

estructuras cristalograficas de diversas proteinas (Tien et. al, 2013)

Aminoacido Area maxima accesible al solvente
(A?)
Alanina 121
Arginina 265
Asparagina 187
Aspartato 187
Cisteina 148
Glutamato 214
Glutamina 214
Glicina 97
Histidina 216
Isoleucina 195
Leucina 191
Lisina 230
Metionina 203
Fenilalanina 228
Prolina 154
Serina 143
Treonina 163
Triptéfano 264
Tirosina 255
Valina 165
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Tabla S3. Efecto de mutaciones in silico de los residuos con RSA>20% y de
naturaleza hidrofébica en los hotspots 2, 3 y 7 en XaClp predichos por
AGGRESCAN.

La sustitucion de los residuos con RSA>20% y de naturaleza hidrofobica presentes
en los hotspots 2, 3 y 7 (A#, B# y C#, respectivamente) muestran resultados
variables, cuya caracteristica compartida es que ninguna de las mutaciones elimina
la prediccion de la formacién del hotspot por parte de AGGRESCAN. Entre estas
mutaciones (enmarcadas en negro), algunas reducen el puntaje de agregacion
(aadv) de algunos residuos en la secuencia del hotspot. Sin embargo, también
existe el incremento de dicho valor de otros residuos respecto al puntaje de la

secuencia WT.

Clp IS9A ClpWT Clp G61A ClpWT
53 G 029 3 ) ) 029 3 G 029 3 ( 29
54 T 0.266 4 T 0.266 54 T 0266 4 T 0.266
<4 1 e g 1 A7) 1 ¢ < 1 &
56 Y 0470 56 Y 0677 56 X 06 56 X 0.677
‘. ( $] 5 ) 6. ‘. Y [ ']' ¢ |
£ v [IEEh <8 \ 0 £48 58 V 0.703 S8 v 0.648
| A 636 9 i .-;:I ! ) ! 43
60 S 0450 60 s 0657 &0 8 £ L £
¢ ( : 61 ( ). 730 I 61 A ! ] ( 3 I
62 S 0398 62 s 0 804 [ S ] 62 S 0 804
6 v il 63 ) 623 € v ¢ v 6213
64 s 0264 64 S 0264 64 S 0.319 64 S 0.264
1 0.139 6 1 139 € i i I 139
66 | 0.005 66 i 0.005 66 | £.005 66 1 0 005
A3 B1
Clp I59A G61A ClpWT Clp Y79A ClpWT
E_aa aady # aa_____aady £ __2a  aadv £ _2a 234y
. | 4 ) ‘ ’ '6 v 0.117 6 \Y 0.249
4 T 66 <4 1 66
L 'S (€] 0 366 '8 [¢] 0 399
6 Y 1 6
P B = ]
19 <8 Vv 0 648 80 F i §0 F 286
1 \ i | o1 C - .
£, ~ B € S 0657 s2 S 19 8 S ), 328
[ ] & o
6 ~ 6 6 S 0804 &4 E 03 84 IS {
64 S 0319 64 S 0264
66 i 0005 [ ] 0 00

45



Tabla S3. (Continuacién)

B4 BS

Clp Y79A G81A ClpWT Clp Y79A G83A ClpWT
# aa aady # aa aadv # aa aadv # aa aadv
76 LY 0.117 76 ¥ 0249 7% N 0117 76 v 0249
1 031 | 0394 | 61 i 94
B4 0422 % __0 0499 ——l e ——— -
9 \ 0519 Y o | L 0 519 Y T |
r T I > 80 F 0209 0 F 0286
I‘: \ 0227 1 G Qﬁ 81 b i 81 $ 304
- J— BE] 5 5358 I:z s\» 0250 I 0 .a.sl
3 ) 0 s G 0s'S
. — 0.2: 8 G 0,328 - A : (€] .
R 7 0.042 - . - e
. g o~ $ F 0.052 % ¥ 0.004 % v 0052
s G 190 87 C 134
88 E 0389 83 E 0389
89 AY ) 748 89 M 048
90 Lt 0396 w O 0.3%¢
91 i 184 91 L 0186
92 F 0.042 92 E 0.082
93 i 181 3 ! 0.181
Clp G81A G83A ClpWT Clp G81A G83A ClpWT
76 v 0.24% 76 v 0249 76 N 017 76 ¥ 0249
L 0449 / L 04 ! 031 7 i ) 304
78 G 0554 78 (€] 0499 78 (¢] 0422 78 G 0499
9 Y 0 70 ) b ) <96 0 A ( 7 ] ) §5%6
L 0 397 80 F 0.286 80 F 0264 80 F 0.286
81 A\ 0.413 81 ( ;u;l L BN 028 ] C ) S04 ||
2 s 0.43¢ 82 S 032 82 S 0.306 £ 8 0328
1 A 0 439 55 q N | I- A 0 306 £3 G T |
H E 0.153 7 1 0042 # B 0.153 # E 0,042
g4 I 0 05 8s F 0052 8 ! 0.059 85 F 0052
86 Y 0.004 86 \Y 0082 86 Y 0.004 %6 v 0052
g G 015 87 G ) 134 A G 01 8 G 0154
58 E 0 389 88 E 0389 83 E 0389 £8 0389
89 M 0748 89 M T48 89 M 0.748 § M 0.748
% G 0366 o @ 0396 w & 0.396 % o 0396
o1 i 0186 91 I 186 21 0 186 o1 i ). 186
0 F 0042 92 P 0042 22 F 0042 92 F 0042
93 I 0 181 93 I 181 93 0.181 03 1 0.181
C1 Cc2
Clp G221A ClpWT Clp G228A ClpWT
k2 aadv # a aadv # aa aadv i aa aadv
220 2 0.102 220 R 0.047 220 R 0.047 220 R 0.047
I A 0.126 221 (€] 0070 21 G 0 070 2 G 0070
W 0.126 > I '.Tml B K 0070 2B K 0,070
223 I 0 369 223 I 0314 223 I 0314 223 T 0314
24 \Y 0314 224 v 0.259 24 AY 0.314 224 v 0259
225 v 0434 228 V 0379 228 \ 0434 225 v 0379
226 L 0.300 226 L 0.300 26 L 0.35 226 L 0.300
227 Y 0283 Y ). 283 y n 330 > v 0081
2 o 0283 2 a 0.283 j22 & 0.339 2 a [N |
229 T 0283 229 T 0.283 209 T 0 339 ) 1 O 8S
230 R 0.283 230 R 0.283 230 R 0339 230 R 0283

Tabla S3. (Continuacién)
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c3

Clp G221A G228

# aa aadv

ClpWT
# aa aadv

200 R 0109 220 B |
I A 0 176 31 G D_:‘H-'l
222 K 0126 232 K 0.070

I 0369 . I 34
224 v 0369 224 v 0.259
\ 0 49 2 v 379
226 L 0356 226 L 0300
) Y 0339 2 Y 81
| A 0.339 228 G I |
= —
229 T 0339 229 T 0.283
230 R 0339 230 R 0283

Tabla S3. (Continuacién)
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Anexo 1. Condiciones del kit de cristalizacion JCSG Plus ™,

Well# Conc. Salt

Al
A2

A3
Ad
AS
Ab
AT
AR
AS
A10
All
AlZ
B1

B2
B3

B7

BE

B9
B10
B11
B12
ci

c2

foe}

ca

s

ce
c7
ca
[ot:]

C10

c11
ciz

D1

D2
D3

D5

EESE

D10
D11

Di2

0.2 M

0.2M
0.02 M
0.2 M
0.2 M

0.2 M
0.2 M
0.2 M
02 M
0.2 M
D&M
0.2 M

02 M

0.2 M
L6 M
02 M
0.2 M
1om
0.2 M

0.8 M
0.8 M

Lithium sulfate

None

Ammonium citrate dibasic
Caldum chloride dihydrate
Magnesium formate dihydrate
Lithium sulfate

None

Ammonium formate
Ammonium chloride
Potassium formate
Ammonium phosphate monobasic
Potassium nitrate

Ammonium sulfate

Sodium thiocyanate

None

None

None

None

None

Magnesium chloride hexahydrate
None

Magnesium chloride hexahydrate
Sodium citrate tribasic dihydrate pH 6.5
Potassium citrate tribasic monohydrate
Sodium chloride

Lithium chloride

Ammonium nitrate

None

Sodium phosphate monobasic monohydrate
Potassium phosphate monobasic

None

0.2 M Zinc acetate dihydrate

20M

None
None

None

Ammaonium sulfate
None

None

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Sodium chloride
0.2 M Lithium sulfate

0.2 M
0.2 M

0.17 M

02 M
0.14 M

0.04 M

MNone

Magnesium chloride hexahydrate
Lithium sulfate

MNone

Ammaonium sulfate

Calcium acetate hydrate
Caldum chloride dihydrate

Potassium phosphate monobasic

Conc.
01m
01m
01m

0.1 m
01 m

01m

0im
0im

01 M
o1 m
01 M
o1 m

o1 m
1M

o1 m

1M

o1 m
o1 m

01 m
o1 m
01m
01 M
01 m

01 M

0.1 M
01m
01m
01 M
0.1 M
0.1 M
0.1 M

01m
0.07 M
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Buffer

Sodium acetate
Sodium citrate
None

Sodium acetate
None
Phosphate/citrate
CHES

None

None

MNone

Tris

None

Citrate

None

BICINE

HEPES

Sodium cacodylate
Phaosphate/citrate

Sodium acetate
Tris

Citrate

Sodium cacodylate
MNone

None
Phosphate/citrate
Citrate

None

HEPES

Sodium HEPES
None
Phosphate/citrate
Sodium acetate
Tris
Sodium/potassium phosphate

BICINE

Sodium acetate
None

None

Sodium HEPES
Sodium,/potassium phosphate
Sodium acetate

HEPES

Tris

Tris

Tris

None

Sodium cacodylate
Sodium acetate

None

pH  Conc.  Precipitant

4.5
55

4.6

4.2
a5

85

4.0

9.0
75

6.5

4.2

4.6
7.0
5.0
6.5

4.2
4.0

7.0
75

4.2
4.5
B85
6.2

9.0

4.6

75
6.2
4.5
75
85
85
80

6.5
4.6

50 % wifv
20 % wv
20 % w/fv
30 %wfv
20 % wifv
20 % wv
20 % w/fv
20 % wifv
20 % w/fv
20 % wv
50 % vfv
20 % wifv

20 % wv
20 % w/fv
10 % w/fv
a8 %vlv
40 % wfv
5 % wifv
40 % vfv
5 % wi/v
8% w/fv
10 % wifv
20 % wifv
50 % v

20 % wifv
20 % wifv
20 % wi/fv
20 % wifv
10 % wi/fv

40 % /v
10 % wi/fv
20 % /v
25 % wfv
10 %w/v
10 % wi/fv
2 %y

10 % wifv
10 % wi/fv
24 % wi/fv

30 % w/fv
50 % w/v
30 % wifv
70 %wfv
20 % wfv
40 % vv
40 % wfv
255 Bw/fv
15 % wfv
40 % wv
14 % wiv
30 % w/v
16 % wifv
20 % w/v

PEG 400
PEG 3000
PEG 3350
MPD
PEG 3350
PEG 1000
PEG 2000
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
MPD
PEG 3350
Nome
PEG 3350
PEG &000
PEG 8000
Ethylene glycol
MPD

PEG 2000
Ethanol
PEG 1000
PEG 4000
PEG 2000
PEG 6000
PEG 200
None
PEG 3350
PEG 2000
PEG B000
PEG 3350
PEG 5000
None

PEG 300
PEG 3000
Ethanol
1,2-Propandiol
Glycerol
PEG 20,000
1,4-Dioxane
None

PEG 1000
PEG 28000
PEG 1500

PEG 400
PEG 200
PEG 8000
MPD
PEG 8000
PEG 400
MPD
PEG 4000
Glycerol
PEG 300
2-Propanol
Glycerol
PEG 8000
Glycerol



Well# Conc. Salt Conc. Buffer pH  Conc.  Predpitant

El 1.0 M Sodium citrate tribasic dibydrate 0.1 M Sodium cacodylate a5 None
E2 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium cacodylate a5 Nane
0.2 M Sodium chloride
E3 0.2 M Sodium chlaride 0.1 M HEPES 75 10%w/v 2-Propanal
Ed 126 M Ammonium sulfate 0.1 M Tris &5 MNane
0.2 M Lithium sulfate
ES MNone 0.1 M CAPS 105 40 %wfv MPD
E6 0.2 M Zinc acetate dihydrate 0.1 M Imidazole 80 20 %w/v PEG3000
E7 0.2 M Zinc acetate dihydrate 0.1 M Sodium cacodylate 65 10 %wiv 2-Propanal
Ea 1.0 M Ammaonium phosphate dibasic 0.1 M Sodium acetate 4.5 MNane
ES 1.6 M Magneisum sulfate heptahydrate 0.1 M MES a5 Naone
E10 Mone 0.1 M BICINE 9.0 10 %w/v PEGG000
E11 016 M Calcium acetate hydrate 0.08 M Sodium cacodylate 65 14.4 % w/v PEG 3000
20 %wfv Glycerol
E12 Mone 0.1 M Imidazole 80 10 %w/v PEG 2000
F1 0.05 M Cesium chloride 0.1 M MES 65 30 %wiv leffamine® M-600
F2 3.2 M Ammaonium sulfate 0.1 M Citrate 5.0 None
F3 Mone 0.1 M Tris 280 W%wiv MPD
F4 MNone 0.1 M HEPES 7.5 20 %wiv leffamine® M-600
F5 0.2 M Magnesium chlaride hexahydrate 0.1 M Tris 8% 50 %w/v Ethylene glycol
F& MNone 0.1 M BICINE 90 10%w/v MPD
F? 0.8 M Succinic acid pH 7.0 Mone Naone
Fa 2.1 M DL-Malicacid pH 7.0 Mone MNane
Fa9 2.4 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0 Mone Nane
F10 1.1 M Sedium malonate dibasic monohydrate 0.1 M HEPES 7.0 0.5 %wiv leffamine® ED-2003
F11 1.0 M Succinic acid 0.1 M HEPES 7.0 1 % wyfv PEG 2000 MME
Fi2 MNone 0.1 M HEPES 7.0 30 %wiv leffamine® M-600
G1 Mone 0.1 M HEPES 7.0 30 %wiv leffamine® ED-2003
G2 002 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M HEPES 7.5 22 %w/v Polylacrylic acid sodium salt) 5100
G3 001 M Cobalti 1) chloride hexahydrate 0.1 M Tris 85 20 %w/v Polyvinylpyrrolidone
G4 0.2 M TMAD 0.1 M Tris 85 20 % w/fv PEG 2000 MME
G5 QU005 M Cobalt(ll) chloride hexahydrate 0.1 M HEPES 7.5 12 %w/v PEG3350

0005 M Cadmium chloride hemifpentahydrate)
0LDDS M Magnesium chloride hexahydrate
QD25 M Mickel{ll) chloride hexahydrate

GE 0.2 M Sodium malonate dibasic monohydrate MNaone 20 % wv PEG 3350

G7 0.1 M Succnic acid Maone 15 % wv PEG 3350

8 015 M DL-Malic acid None 20 % wfv PEG 3350

&9 0.1 M Potassium thiocyanate Mone 30 % w/v PEG 2000 MME
G10 015 M Potassium bromide Mone 30 % wjv PEG 2000 MME
Gl11 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M BIS-Tris 55 None

G12 3.0 M Sodium chloride 0.1 M BIS-Tris 55 Mane

H1 0.3 M Magnesium formate dihydrate 0.1 M BIS-Tris 55 None

H2 1.0 M Ammonium sulfate 0.1 M BIS-Tris 5.5 1 % wv PEG 3350

H3 MNone 0.1 M BIS-Tris 55 25 %wfv PEG 3350

H4 0.2 M Calcium chloride dihydrate 0.1 M BIS-Tris 55 45%wfv MPD

H5 0.2 M Ammonium acetate 0.1 M BIS-Tris 55 45 %wiv MPD

HE 0.1 M Ammonium acetate 0.1 M BI5-Tris 55 17 %w/v PEG 10,000

H7 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M BI5S-Tris 55 25 %w/v PEG 3350

HE 0.2 M Sodium chlaride 0.1 M BIS-Tris 55 25 %w/v PEG 3350

Ha 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M BIS-Tris 55 25 %w)/v PEG 3350

H10 0.2 M Ammonium acetate 0.1 M BI5S-Tris 55 25 %w/v PEG 3350

H11 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M BIS-Tris 55 25 %w/v PEG 3350

H12 0.2 M Ammaonium acetate 0.1 M HEPES 75 45 %wiv MPD

Lista de las 96 condiciones que conforman el kit de cristalizacion JCSG Plus™
utilizados para el ensayo de cristalizacion de XaClp. Se depositaron 50 yL de cada
una sobre el pocillo mayor de la placa de cristalizacion, y en un volumen de 0.6 pL
en cada micropocillo en el que se depositaron la muestra de XaClp ultrafiltrada y el

amortiguador optimizado como control negativo.

49



