UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
Magister en Bioquimica y Bioinformatica

ANALISIS DE LA REGION CATALITICA DE
AGMATINASE LIKE PROTEIN (ALP)

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE
MAGISTER EN BIOQUIMICA Y BIOINFORMATICA

ALUMNO: Maria Belén Reyes Cuevas
PROFESOR GUJA: Dra. Elena Amparo Uribe

PROFESOR CO-GUIA: Dr. José Martinez-Oyanedel

Concepcidn, Chile 2023



Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier
medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento.

© 2023, Maria Belén Reyes Cuevas.



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion.

Profesores integrantes Comision Evaluadora:

Dra. Elena Amparo Uribe Pérez
Profesor Guia

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcion

Dr. José Antonio Martinez-Oyanedel
Profesor Co-Guia

Facultad de Ciencias Biol6gicas
Universidad de Concepcion

Dr. Maximiliano Figueroa Yévenes
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcion

Dr. Carlos Felipe Burgos Arias
Facultad de Ciencias Biolbgicas
Universidad de Concepcion

Dra. Vasthi Lépez Palma
Facultad de Medicina
Universidad Catolica del Norte

Concepcidn, Chile 2023.

Vi



INDICE

1. RESUMEN ..ot ea e eaas X1
2. AB ST RA C T XV
3. INTRODUCCION ....oviiiiiii ettt st ste e saeaneas 1
Bl AGMALING .ttt ettt beere e nen 1
3.2 Funciones bioldgicas de laagmatina..........cccoooeveeieiieieneseecee e 3
TR T s Xo 11 0 F= LA 1 1= - WU USROS 5
3.4  Agmatinase like protein (ALP)..... et 8
3.5 Regidn cataliticay requerimientos de Mn?* para la actividad de ALP...... 14
A, HIPOTESIS .. oottt sttt 18
5. OBJETIVO GENERAL ...ttt 18
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cociiieiiteiieeeteeieeee et 18
7. MATERIALES Y METODOS. .. ..ottt 19
7.1  REACHIVOS QUIMICOS c.oiiiiieiecteeee ettt ettt sttt e re et b enes 19
7.2 SOIUCIONES JENEIAIES ..ottt et sttt ra e besreenes 19
7.3 Cepas DACLEIIANAS .....cccvveeeceeeeee et 20
7.4 MediOS dE CUITIVO .oveeiiiieieeceee ettt 20
7.5  OligONUCIEOIIAOS. ..ottt ettt sbe b e besreenes 21
T8 VBCHOTES. ettt ettt e b e s bt e s et st sttt e be e bt e sme e saeeeneeeneean 21
7.7 Modelamiento estructural del sitio de unién a Mn?* en ALIM-ALP. ........... 23
7.8  Mutagénesis sitio dirigida de ALIM-ALP............ccccoo e 24
7.9  Secuenciacion de PlASMIAOS. .....cccecieiiiieieeeeeee e 26
7.10 Cuantificacion e ADN. ..ot sae s 26
7.11 Expresion proteica de las variantes proteicas de ALIM-ALP..................... 27
7.12 Purificacién de las variantes mutadas y ALIM-ALP. ..o 27
7.13 Electroforesis en geles de agarOSa.......cccoeeceereieerieseeienieeeereeseesee e seeens 28
7.14 ENsayos de WeSLern BlOt......ccoiiieiiiieeceeeeseee ettt 28

Vil



AR RS T B Lo ] A = [o ] SRR PRRRRRT 29

7.16 Cuantificacion de la actividad AgmMatinasa. ........ccocecereerreneenieeseereeeeee 29
7.17 Ensayos de activacion eNZiMALICA. ......cccceeceeviieecieceeee e 30
8. RESULTADOS . ... e e et e e e e eees 31
8.1 Generacion de un modelo estructural de ALIM-ALP. .......cc.cccoovinvinvinenennne 31

8.2 Expresiéon y purificacion de las variantes mutadas E288A/K290A vy

N DA BT AN (@ K Y I i R 53

8.3 Andlisis de las variantes mutadas N213A, Q215A, D217A, E288A y K290A.

..................................................................................................................................... 58

8.4  Expresiony purificacion de las variantes simples mutadas...........c.cccue..... 60
8.5 Ensayos de actividad enzimatica de las variantes de ALIM-ALP mutadas.

..................................................................................................................................... 65

9. DISCUSION ..ottt sttt 67

10. CONCLUSIONES ... e e e e e 72

11. BIBLIOGRAFIA ....ooiiieiitiieeee ettt 73

Vil



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Secuencia de oligonucle6tidos para la obtencion de las mutantes simples
N213A, Q215A, D217A, E288A y K290A de ALIM -ALP........cceeiiiiiiiiiiieiiiiinnn, 21

Tabla 2: Resumen de valores Z-score de los diez mejores modelos obtenidos

por Modeller y analizados CON ProSa. ............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieiienennes 40

Tabla 3: Analisis estadistico de grafico de Ramachandran del modelo de ALIM-
A RPN OUSEPRR 46

Tabla 4: Analisis comparativo de residuos propuestos para el sitio de union de
MNZ* €N ALIM-ALP. .....oiiiiiiee et e 52

Tabla 5: Resumen de parametros cinéticos de ALP y sus variantes. ............... 66



INDICE DE ILUSTRACIONES

Figura 1: Participacion de agmatina como via alternativa en la sintesis de

poliaminas y compuestos relacionados. .............uuuueeuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieeeeeeens 2
Figura 2: Esquema del sitio de unién a Mn?* en AGM de E. cOli. ........ccvvennennne. 6

Figura 3: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de ALP, la AGM humanay

(0 = oo ) 9
Figura 4: Esquema comparativo de ALP, sus Isoformas y valores de keat. ....... 11
Figura 5: Representacion del dominio LIM presente en ALP. ...........cccovvvvvnnnnnn. 13

Figura 6: Esquema de los residuos del sitio de unién de Mn?* en ureohidrolasas

Figura 7: Vector HEPQEBOD...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 22

Figura 8: Esquema metodologico de la mutagénesis sitio dirigida para la

obtencion de las variantes mutadas de ALIM-ALP.........cooviiiiiiiiii e, 25

Figura 9. Modelo de ALIM-ALP obtenido por Phyre2 utilizando el método de
1021 =T= o [T Vo [PPSR 32

Figura 10. Modelos de ALIM-ALP obtenidos por I-TASSER por el método de
treading. ... 33

Figura 11: Alineamiento de secuencias de estructuras resueltas de la familia de
ureohidrolasas Yy ALIM-ALP. ... e 36

Figura 12: Alineamiento de secuencias y estructura secundaria de estructuras

resueltas de la familia de ureohidrolasas y ALIM-ALP. ...........cccccccvvvivvniinnnnnnnns 39

Figura 13. Analisis de calidad por ProSa del mejor modelo obtenido por Modeller.

Figura 14. Evaluacion del modelo final de ALIM-ALP a través de ProSA. ........ 44



Figura 15. Grafico de Ramachandran del modelo de ALIM-ALP por PROCHECK.

Figura 16. Modelo final propuesto para ALIM-ALP generado con Modeller....... 48

Figura 17. Alineamiento estructural de modelo final propuesto para ALIM-ALP con

estructuras de miembros de las ureohidrolasas. .........oveveeeeeie e 49

Figura 18: Esquema de residuos propuestos para el sitio de unién de Mn?* en
ALIM-ALP. <.ttt e e e e e e e e e e e e e raaaaeaaaans 51

Figura 19: Western Blot de la estandarizacion de la expresion de ALIM-ALP en

AISHINTAS CONAICIONES. .. et eae e 54

Figura 20: Cromatograma de ALIM-ALP y las variantes mutadas, desde columna
de intercambio i0NiCO-DEAE CeluloSa............ooouviiiiiiiiiiiiiiiiieecee e 55

Figura 21: Identificacion por Western blot de la variante doble y triple mutadas

obtenidas por cromatografia de intercambio i6Gnico-DEAE celulosa.................. 57

Figura 22: Analisis de restriccion de las mutantes simples de ALIM-ALP en el
(=T (o T gl o (6] 1 1 G O PP 59

Figura 23: Cromatograma de las variantes mutadas D217A y E288A, desde
columna de intercambio i6NiCO-DEAE celulosa...........cccooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 61

Figura 24: Dot Blot de las fracciones obtenidas de las variantes mutadas D217A

y E288A, desde columna de intercambio i6nico-DEAE celulosa....................... 63

Figura 25: Identificacion de fracciones eluidas de ALIM-ALP/D217A mediante gel
de poliacrilamida SDS-PAGE y Western blot.............ccociiiiiiiiiiiici e, 64

Xl



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1: Archivo de alineamiento de secuencias en formato .pir para ejecutar

Modeller en la realizacion del modelo estructural de ALIM-ALP. ...................... 77

ANEXO 2 Script utilizado para ejecutar Modeller para generar modelo estructural
AE ALIM-ALP . ... 78

ANEXO 3: Informe de PROCHECK de la estructura secundaria, secuencia y

regiones de grafico de Ramachandran del modelo estructural de ALIM-ALP.

Wl



1. RESUMEN

La agmatina es una amina que es hidrolizada por la enzima agmatinasa a
putrescina y urea generando una via alternativa de la sintesis de poliaminas. Esta
amina posee propiedades de neurotransmisor y multiples acciones
farmacolégicas. En el Laboratorio de Enzimologia de la Universidad de
Concepcidn se realiz6 el clonamiento de una proteina expresada en cerebro de
rata con actividad agmatinasa in vitro, la cual fue denominada “agmatinase like
protein” (ALP). Esta enzima contiene en su C-terminal un dominio LIM, el cual
cumple un rol de regulacién auto inhibitoria. ALP requiere manganeso para su
actividad catalitica, al igual que las enzimas de la familia ureahidrolasas, sin
embargo, posee un bajo grado de identidad con respecto a otras agmatinasas
conocidas, por lo que, se desconoce la region y los residuos criticos en la
secuencia que participan en la interaccién con el cofactor metalico y en el proceso
catalitico. En este trabajo a través de herramientas bioinformaticas, se generd un
modelo comparativo estructural de ALP a partir del cual se han propuesto
residuos putativos que estarian coordinando con los iones de Mn?*. Utilizando
este modelo se generaron dos mutantes simples (E288A y D217A), una mutante
doble (E288A/K290A) y una mutante triple (N213A/Q215A/D217A), ninguna de
las cuales present0 actividad agmatinasa. Estos resultados apoyan nuestro
modelo propuesto para los residuos que serian relevantes en la actividad

catalitica de ALP y que se dan a conocer en el presente trabajo.
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2. ABSTRACT

Agmatine is an amine that is hydrolyzed by the enzyme agmatinase to putrescine
and urea, generating an alternative pathway for polyamine synthesis. This amine
possesses neurotransmitter properties and multiple pharmacological actions. In
the Enzymology Laboratory of the University of Concepcion, the cloning of a
protein expressed in rat brain with in vitro agmatinase activity was carried out,
which was called "agmatinase like protein" (ALP), this enzyme contains in its C-
terminal a LIM domain, which fulfills a role of auto-inhibitory regulation. ALP
requires manganese for its catalytic activity, like the enzymes of the
ureahydrolase family, however, it has a low degree of identity with respect to other
known agmatinases, therefore, the region and critical residues in the sequence
that they participate in the interaction with the metallic cofactor and in the catalytic
process. In this work, through bioinformatics tools, a structural comparative model
of ALP was generated, from which putative residues that would be coordinating
with Mn?* ions have been proposed. Two single mutants (E288A and D217A),
one double mutant (E288A/K290A) and one triple mutant (N213A/Q215A/D217A)
were generated from this model, none of which did present agmatinase activity.
These results support our proposed model for the residues that would be relevant

in the catalytic activity of ALP and that are disclosed in the present work.
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3. INTRODUCCION
3.1Agmatina

La agmatina (N-4-aminobutil guanidina) es generada por la descarboxilacion
de la L-arginina por la arginina descarboxilasa (ADC) y esta presente en varios
tejidos de mamiferos, entre los cuales se incluyen cerebro, rifidn, estdbmago e
intestino (Raasch et al., 2001). La agmatina fue detectada por primera vez en
cerebro de murinos y de bovinos mediante espectroscopia de masas cuando se
buscaba un ligando endégeno para receptores de imidazolina, descubriendo que
agmatina se une a los receptores a2-adrenérgicos y de imidazolina estimulando
la liberacion de catecolaminas de las células cromafines suprarrenales, esta
observacion inicial condujo al estudio de la agmatina como una molécula de

interés (Li et al., 1994).

La agmatina esta implicada en vias alternativas de la sintesis de poliaminas.
Esta se hidroliza a putrescina y urea por la agmatinasa (AGM), donde la
putrescina es el precursor de la sintesis de las poliaminas, espermidina y
espermina, que son esenciales para la proliferacion, diferenciacion y migracion

de células de mamiferos (Agostinelli et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Participacién de agmatina como via alternativa en la sintesis de
poliaminas y compuestos relacionados. La agmatina se sintetiza a partir del
aminoécido arginina por descarboxilacion y es un precursor en la sintesis de
putrescina y participa en la sintesis del neurotransmisor GABA (4cido gamma
amino butirico). La agmatina inhibe la sintesis de poliaminas al nivel de ODC
(ornitina descarboxilasa) a través de la induccion de antizima de ODC y al agotar
los grupos de poliaminas mediante la regulacion positiva de SSAT
(espermidina/espermina N1 acetiltransferasa). Ademas, la agmatina también es
un inhibidor del 6xido nitrico sintasa (NOS). La agmatina puede degradarse por
hidrdlisis eliminando urea, catalizada por agmatinasa o ALP (agmatinase like
protein), o por oxidacion, catalizada por diamino oxidasa (adaptado de Laube &
Bernstein, 2017).



3.2Funciones bioldgicas de la agmatina.

La agmatina participa en diferentes funciones fisiolégicas como la regulacion
de la excrecién renal de sodio (Penner & Smyth, 1996), modulacién de la liberacién
de insulina por parte de las células pancreaticas (Su et al., 2009) efectos neuro
protectores contra apoptosis en células ganglionares de la retina (Hong et al.,
2012), como en cultivos primarios de astrocitos deprivados de oxigeno y glucosa
(Lee et al., 2009). Ademas de esto, la agmatina, es capaz de inhibir en forma
reversible la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Satriano et al., 2008), y de

manera irreversible la 6xido nitrico sintasa neuronal (NnNOS). (Demady et al., 2001).

Estudios preclinicos han demostrado los efectos beneficiosos de la
administracion de agmatina para su uso en el tratamiento de la depresién, la
ansiedad, la isquemia hipoxica, la nocicepcion, la tolerancia a la morfina, la
memoria, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, los
trastornos relacionados con la lesion cerebral traumatica y la epilepsia. (Barua et

al., 2019; Moretti et al., 2014)

Debido a la participacion de agmatina en multiples funciones cerebrales, se
han realizado estudios para identificar la distribucion de esta poliamina en
cerebro de rata usando un mapeo con anticuerpos anti-agmatina. Los resultados
de estos estudios permitieron concluir que la distribucion de la agmatina se

encuentra principalmente en la corteza cerebral, hipotalamo, encéfalo, médula



oblonga, hipocampo, telencéfalo subcortical, talamo y regiones subcorticales que
son fundamentales en la respuesta adaptativa al estrés, en el control
neuroendocrino y en sectores que procesan las emociones, la percepcion del
dolor y la cognicion (Reis & Regunathan, 2000). De igual manera se ha podido
comprobar su participacion en la sinapsis mediante su presencia en dendritas,
axones y terminales axdnicos (Madai et al., 2012; Sastre et al., 2002).

Agmatina cumple con los requisitos necesarios de un neurotransmisor, la cual es
sintetizada en el cerebro, asi como en la espina cordal, almacenada en vesiculas
sinpticas en neuronas heterogéneamente distribuidas, inactivada por
recaptacion, degradada enziméaticamente y liberada en terminales axénicos en

respuesta a depolarizacion (Uzbay, 2012).

Los multiples procesos bioldgicos asociados con la agmatina requieren
mecanismos eficientes que regulen sus concentraciones celulares, destacando
asi la importancia central de la sintesis e hidrélisis de agmatina, especialmente

en el cerebro.



3.3 Agmatinasa

Agmatina es hidrolizada por la enzima agmatinasa (AGM), actividad
enzimatica que fue detectada por primera vez en cerebro de rata (Sastre et al.,
2002), y células de macréfagos murinos (Sastre et al., 1998). Esta enzima forma
parte de la superfamilia de las ureohidrolasas por la similitud de su secuencia y
estructura terciaria. Posee un centro binuclear de manganeso y se conservan los
residuos claves para la unién al cofactor metalico, y los residuos necesarios para
el posicionamiento e hidrdlisis del sustrato, conocidos como marcas de familia

(Figura 2). (Hyung et al., 2004)

Existen estructuras resueltas por cristalografia y difraccion de rayos X para
varias agmatinasas de procariontes, como la agmatinasa de Deinococcus
radiodurans (PDB ID: 1IWOH) (Hyung et al., 2004), la agmatinasa de Escherichia
coli (PDB ID: 7LOL) recientemente publicada (Maturana et al., 2021) y dos
agmatinasas putativas de Clostridium difficile (PDB ID: 3LHL) y Burkholderia
thailandensis (PDB ID: 4DZ4) (Baugh et al., 2013). En estas enzimas, se sabe que
el aspartato y la histidina son ligandos para el cofactor metélico, al igual que en

los demas miembros de la familia de las ureohidrolasas.(Hyung et al., 2004)
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Figura 2: Esquema del sitio de unién a Mn?* en AGM de E. coli. La enzima
puede acomodar dos iones de Mn?* estrechamente espaciados en sus sitios
activos, los cuales interactian con aminoacidos altamente conservados. El ion
hidroxilo, que se observa en el centro del esquema, reaccionaria
nucleofilicamente con el carbono guanidinico del respectivo sustrato. (Uribe et al.,

2020).



Actualmente, la agmatinasa mejor caracterizada es la de Escherichia coli,
que presenta una kcar de 140 + 8 seg™, y una K, para agmatina de 1.5 £ 0.2mM,
(Satishchandran & Boylet, 1986), la cual se encuentra conformada en trimeros
(Maturana et al., 2021). Presenta un clister binuclear de Mn?* en su sitio activo
(Figura 2) y los residuos involucrados en la coordinacion de metales juegan un
rol fundamental en la estabilidad térmica y funcién catalitica de la proteina. A
través de estudios de mutaciones puntuales realizadas a los aminoacidos que
conforman el clister de manganeso se ha comprobado que un primer ion estaria
unido fuertemente y seria esencial para la actividad de la enzima y un segundo
Mn?* mas débilmente unido, cuya unién resulta en la activacioén total de la enzima

(Scolnick et al., 1997).

En esta familia de enzimas la funcion que cumpliria el cofactor seria disminuir
el valor del pka de una molécula de agua, para generar el ion hidroxilo que ataca
nucleofilicamente al carbono guanidinico del respectivo sustrato (Figura 2).

(Kanyo et al., 1996).

Con respecto a las agmatinasas de mamifero, en el afio 2002, dos grupos de
investigacion simultdneamente informaron el clonamiento de la secuencia que
codifica para la agmatinasa humana, pero la proteina recombinante
practicamente no presentd actividad in vitro, por lo cual no fue posible su

caracterizacion cinética (lyer et al., 2002; Mistry et al., 2002).



3.4Agmatinase like protein (ALP)

En el laboratorio de Enzimologia de la Universidad de Concepcion, a partir de
una libreria de ADNc de cerebro de rata, se identificO una secuencia cuya
expresion en E. coli generd una proteina con actividad agmatinasa. Esta proteina
recombinante fue denominada “agmatinase like protein” (ALP), estd compuesta
por 523 aminoacidos, posee una masa molar de 60 kDa y es la primera proteina
recombinante de mamifero con actividad agmatinasa significativa in vitro, y
también se ha demostrado su actividad in vivo, utilizando una cepa de levaduras
deficiente en la sintesis de poliaminas, muestra un 13% de identidad y un 19%
de similitud con la agmatinasa humana, pero no posee los residuos definidos
como ligandos para el cofactor metélico de Mn?*, necesario para su actividad
catalitica, los cuales se sefialan en la Figura 3 (Uribe et al., 2007). Los valores de
las constantes cinéticas para la hidrélisis de agmatina son, una kcat de 0.9 £ 0.2

secly una Kn de 3.0 + 0.2 mM. (Castro et al., 2011)
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Figura 3: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de ALP, la AGM
humana y de E. coli. En circulos rojos se sefialan los aminoacidos altamente
conservados en la familia de las ureohidrolasas involucrados en la coordinacion

del cofactor metalico.



Al realizar una busqueda de secuencia de ALP en las bases de datos de
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) y National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) revelaron una serie de transcritos bajo el
nombre de LIMCH1, que poseen el extremo 3’ idéntico a ALP, de los cuales se
realizo el clonamiento de dos de estos transcritos desde hipotalamo de cerebro
de rata, denominados Isoforma | de LIMCH1 de 3177 pb y la Isoforma Il de
LIMCH1 de 2709 pb, las cuales fueron cataliticamente activas con agmatina,
similar a lo observado para ALP (Figura 4). Los parametros cinéticos calculados
para ambas isoformas no muestran diferencias significativas con respecto a los
de ALP, por lo cual es posible que el sitio activo esté conservado en estas

proteinas y que las regiones adicionales de LIMCHL1 no participen en la catalisis.

ALP presenta en su extremo carboxilo-terminal un dominio LIM compuesto
por 67 residuos que poseen la siguiente secuencia consenso: C-Xz2-C-X19-H-Xo-
C-X2-C-X2-C-X21-C-X2-C, donde X corresponde a cualquier aminoacido. Este
dominio se encuentra estabilizado por dos iones Zn?*, es capaz de plegarse en
forma independiente y se le asignan funciones como dominios adaptadores,
competidores, auto inhibidores y localizadores de las proteinas a las cuales
pertenecen (Castro et al., 2011). Las proteinas que contienen dominios LIM han
sido implicadas en la diferenciacién celular y el control del crecimiento celular y
desempefian papeles cruciales como reguladores de la expresidén génica, cito
arquitectura, adhesion celular, motilidad celular y transduccion de sefales
(Kadrmas & Beckerle, 2004).
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Figura 4: Esquema comparativo de ALP, sus Isoformas y valores de Kcat. Las

regiones sefialadas en color azul oscuro son idénticas entre las isoformas de

ALP.

11



En base a los conocimientos existentes respecto a la organizacion de los
dominios LIM, se ha propuesto una representacion esquematica del dominio
presente en la ALP, indicando los posibles ligandos para los iones Zn?* (Figura
5), siendo la presencia de estos iones detectada en fracciones purificadas de ALP
(Castro et al., 2011), y ademas se generd un modelo estructural de este dominio,

donde se aprecia la posible ubicacion de los iones Zn?* (Cofre et al., 2014)

Con el fin de analizar la funciéon de este dominio en ALP, se generaron
especies truncas sin el dominio LIM (ALIM-ALP), cuyos resultados obtenidos
indicaron que ALIM-ALP presenta un incremento de 10 veces su actividad
catalitica con una kcar de 10 £ 1 sec™ y una disminucion de 3 veces en su Km, de
1,2 + 0,5 mM para agmatina (Figura 4). Ambas especies (ALP silvestre y ALIM-
ALP) son capaces de sustentar la sintesis de poliaminas in vivo a partir de
agmatina. También se determind que la remocion del dominio LIM genera un
cambio conformacional detectable mediante cambios en la fluorescencia
intrinseca de triptéfanos. Estos resultados sugieren que el dominio LIM ejerce un
papel de auto inhibicién en la ALP y dado que los dominios LIM participan en
interacciones proteina-proteina, se propone que la inhibicién podria ser revertida
por la interaccién del dominio con alguna proteina presente en el cerebro y que

aun no esta definida (Castro et al., 2011).
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Figura 5: Representacion del dominio LIM presente en ALP. lzquierda:
Topologia de la coordinacion de iones zinc para un dominio LIM en ALP (Castro
et al., 2011). Derecha: Modelo estructural del dominio LIM en ALP (Cofre et al.,

2014).
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3.5Regiodn cataliticay requerimientos de Mn?* para la actividad de ALP.

Aunque ALP no presenta los residuos conservados que estabilizan a él
cofactor Mn?* en las ureohidrolasas, tratamientos con EDTA provocan la
inactivacion total de la enzima y este efecto es revertido por la adicion del ion
metélico (Cofré et al., 2013; Quifiones et al., 2015), por lo que se comporta como
todos los miembros bien caracterizados de la familia ureohidrolasas, que incluye
arginasas humanas y de rata (Alarcon et al., 2006) y AGM de E. coli (Carvajal et al.,
1999; Salas et al.,, 2004). Como se ha mencionado, se sabe que en las
ureohidrolasas el aspartato y la histidina son ligandos para el cofactor metalico,
y con el objetivo de saber cuéles podrian ser los amino&cidos involucrados en su
coordinacion en ALP se realizdé la mutacion individual de cada uno de los 5
residuos de histidina de ALP, sin embargo, s6lo generé cambios menores en los
parametros cinéticos y en la afinidad de unién por Mn?*, con la Unica excepcion
de una afinidad disminuida de 10 veces en el caso de la variante H206A (Quifiones
et al., 2015). Sin embargo, debido a la falta de informacioén estructural y al bajo
grado de identidad de secuencia entre ALP y todas las ureohidrolasas conocidas,
no se han podido determinar los residuos que interaccionan con el ion Mn?* en el

sitio activo de ALP, ni se ha delimitado su region catalitica.
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A la fecha no existe informacion estructural sobre ALP, por lo que mediante
herramientas bioinformaticas en el Laboratorio de Biofisica Molecular de la
Universidad de Concepcion se han propuesto algunos residuos como posibles
ligandos del cofactor Mn?* a través de un modelo estructural comparativo de ALP
preliminar, construido pese a la baja identidad de secuencia entre ALP vy las
estructuras moldes (1WOH 32%, 3LHL 38%, 4DZ4 30%), donde se proponen los
residuos que participarian en la unién del cofactor metalico (Figura 6). La
secuencia de la proteina ALP contiene numerosas variaciones en el sitio previsto
para la interaccion con Mn?* lo que sugiere la presencia nuevos ligandos de

interaccidn para los iones metalicos.

Basados en este modelo, recientemente se expres6é una region de 210
aminoacidos que incluye los ligandos propuestos para el cofactor metalico en
ALP (Figura 4). Esta regién se denominé variante ALP-central, la cual mantiene
la actividad agmatinasa, pero con baja eficiencia y se activa por Mn?*. (Reyes et

al., 2020)
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Figura 6: Esquema de los residuos del sitio de uniéon de Mn?* en
ureohidrolasas. En el esquema se proponen residuos que estarian coordinando
con el cofactor Mn?* en ALP a partir de la agmatinasa de Deinococcus
radiodurans (1WOH), incluyendo aminoacidos presentes en las estructuras
cristalinas de la agmatinasa de Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia
thailandensis (4DZ4), Thermoplasma vulcanus (3PZL) y guanidina butirasa de

Pseudomonas Aeruginosa (3NIO).
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Teniendo en cuenta las multiples e importantes acciones asociadas a la
agmatina, en este estudio se busca contribuir a aclarar interrogantes
importantes y aun no resueltas sobre ALP, una enzima critica para el control de
los niveles de agmatina, especialmente en el cerebro, por lo que esta tesis tiene
como objetivo dilucidar cuales son los residuos de aminoacidos especificos que
interactdan con Mn?* en el sitio activo de ALP, mediante la generacién de un

modelo estructural y la utilizacion de mutagénesis sitio dirigida.
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4. HIPOTESIS

En ALP los residuos N213, Q215, D217, E288 y K290 participan en la
coordinacién del cofactor Mn?*y son relevantes para su actividad catalitica.

5. OBJETIVO GENERAL

Generar un modelo estructural de ALIM-ALP y determinar la participacion de los
aminoécidos propuestos N213, Q215, D217, E288 y K290 en la union del cofactor

Mn?*y en la actividad catalitica.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar un modelo estructural de ALIM-ALP vy del sitio de unién a Mn?*,

2. Determinar la actividad catalitica y los parametros cinéticos de mutantes de los

residuos propuestos para interaccionar con el cofactor Mn?*.

18



7. MATERIALES Y METODOS

7.1Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos generales, amortiguadores, sales y sustratos
utilizados son de grado analitico y biologia molecular de los proveedores Sigma

y Merck.

7.2Soluciones generales

TAE 10X: se adicionaron 48.4 g de Tris, 11.4 mL de &cido acético glacial
y 20 mL de EDTA 0.5 M se ajust6 a pH 8.0 y se completd a volumen de 1 L con

agua destilada.

TBS-tween: se adicionaron 1.21 g de Tris, 8.775 g de NaCl y 500 yL de
Tween 20, la solucién fue ajustada a pH 7.4 y se complet6 a volumen de 1 L con

agua destilada

Buffer TG-SDS10X: se agregaron 30 g de Tris, 144 g de glicinay 10 g de
dodecilsulfato de sodio (SDS), la solucién fue ajustada a pH 8.4 y se completé a

volumen de 1 L con agua destilada.

Buffer de transferencia: se adicionaron 3.02 g de Tris, 14 g de glicina,
200 mL de metanol, 0.37 g de SDS y se completé a volumen de 1L con agua

destilada.
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Soluciébn Mezcla &cida: esta mezcla fue preparada con acido
ortofosférico al tomando un volumen de 270 mL (23%) y 90 mL de acido sulfurico

(9%) y se complet6 a volumen de 1L con agua destilada.

Buffer TE 10X: esta solucion amortiguadora fue preparada a partir de una

solucion de 10 mM de EDTA y 100 mM Tris-HCI pH 7.5.

7.3 Cepas bacterianas

La cepa de E. coli JM109, cuyo genotipo es recAl, supE44, endAl,
hsdR17, gyrA96, relA1, thi"(lac-proAB)F’, tra D36 pro AB+ laclq lacZ’M15, fue

utilizada para la expresion de las mutantes doble, triple y la regién central de

ALIM-ALP.

7.4Medios de cultivo
El medio Luria Bertani (LB), fue preparado usando 10 g/L de Bacto-

triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl con posterior autoclavado.

El medio Terrific Broth (TB), fue preparado usando 12 g/L de Bacto-
triptona, 24 g/L de extracto de levadura y 100 mL/L de una solucion
amortiguadora tipo fosfato autoclavada (KH2PO4 0.17 M, K2HPO4 0.72 M), la cual

fue adicionada al medio de cultivo también autoclavado.

A los medios de cultivo se les agrego el antibiotico ampicilina (10 ug/ml).
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7.50ligonucleotidos.

Con el fin de generar las mutaciones sitio dirigidas de ALIM-ALP en el vector

H6pQEGO, se disefiaron y utilizaron los oligonucledétidos presentados en la Tabla

1. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc.

7.6Vectores.

H6PQE®GO: Vector de expresion en procariontes de 3439 pb, posee un sitio

de unién al ribosoma (RBS II) y confiere resistencia a ampicilina y cloranfenicol.

Ademas, contiene un sitio de término de la transcripcion del fago A to y el promotor

fuerte del bacteriéfago T7, ubicado rio arriba de dos operones lac, lo que permite

la induccion de la expresion del gen subclonado por IPTG (Figura 7).

Tabla 1: Secuencia de oligonucleétidos para la obtencién de las mutantes
simples N213A, Q215A, D217A, E288A y K290A de ALIM -ALP.

Nombre

Secuencia

F-ALP-Tr N213A

5'- GACCAACTACATTTGCCAAATCTCGCCTCTCAAGCGGATTCCCCAAGC -3’

R-ALP-Tr N213A

5- GCTTGGGGAATCCGCTTGAGAGGCGAGATTTGGCAAATGTAGTTGGTC -3’

F-ALP-Tr Q215A

5- CATTTGCCAAATCTCAATTCTGCGGCGGATTCCCCAAGCAGTGAG -3’

R-ALP-Tr Q215A

5- CTCACTGCTTGGGGAATCCGCCGCAGAATTGAGATTTGGCAAATG -3

F-ALP-Tr D217A

5’- CCAAATCTCAATTCTCAAGCGGCGTCCCCAAGCAGTGAGAAGTCC -3

R-ALP-Tr D217A

5’- GGACTTCTCACTGCTTGGGGACGCCGCTTGAGAATTGAGATTTGG -3’

F-ALP-Tr E288A

5'- GCAGATACTATGAGGAGGCCCGTAAGATAATTGAGGACACCGTGG -3

R-ALP-Tr E288A

5- CCACGGTGTCCTCAATTATCTTACGGGCCTCCTCATAGTATCTGC -3’

F-ALP-Tr K290A

5’- GATACTATGAGGAGGAGCGTGCGATAATTGAGGACACCGTGGTTC -3’

R-ALP-Tr K290A

5’- GAACCACGGTGTCCTCAATTATCGCACGCTCCTCCTCATAGTATC -3
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Figura 7: Vector H6pQEG6O0, utilizado para clonamiento de ALIM-ALP vy
mutagénesis sitio dirigida para la generacion de las variantes mutadas de ALIM-
ALP.
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7.7Modelamiento estructural del sitio de unién a Mn2* en ALIM-ALP.

Para realizar el modelo estructural de ALIM-ALP inicial, se realiz6 la
basqueda de posibles moldes utilizando la plataforma  Blastp

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

En paralelo se utilizaron los servidores I-TASSER

(https://zhanggroup.org/I-TASSER) y Phyre2

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqi?id=index) para realizar una

prediccién de la estructura por otros principios, ambos trabajan con Protein
threading (prediccion de plegamiento o enhebrado de la secuencia). Al no
obtener los resultados esperados, el modelamiento del sitio de unién se llevé a
cabo utilizando el software MODELLER version 9.22, utilizando las estructuras

disponibles en la base de datos Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) de la

familia de ureohidrolasas. Se seleccionaron las estructuras de las Agmatinasas
de Deinococcus radiodurans (1WOI), Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia
thailandensis (4DZ4), Thermoplasma vulcanus (3PZL) y guanidina butirasa de
Pseudomonas Aeruginosa (3NIO), y proclavamidato amidino hidrolasa de
Streptomyces clavuligerus (1GQ6) como posibles moldes, las cuales presentaron
porcentaje de identidad bajo 30% pero similitud mayor a 30%. El alineamiento de
las secuencias de los moldes se realizd con el servidor web Clustal Omega
utilizando una matriz BLOSUM45; el alineamiento fue mejorado mediante el

alineamiento estructural con el programa PyMol (https://pymol.org/2/) para
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reubicar los “gaps” a zonas libres de elementos de estructura secundaria. Se

realizaron 100 modelos y se jerarquizaron por DOPE.

Los 10 mejores modelos fueron analizados y comparados utilizando los

servidores ProSA (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) que indica la

calidad total del modelo y el servidor PROCHECK

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/). y refinados por el servidor web

GalaxyRefine (https://galaxy.seoklab.org/). EI modelo mejor evaluado se sometio

a una minimizacion energética con el servidor Yasara

(http://lwww.yasara.org/minimizationserver.htm).

7.8 Mutagénesis sitio dirigida de ALIM-ALP.

La mutagénesis de las variantes simples, doble y triple de ALIM-ALP se
realizd por reaccion en cadena por polimerasa (PCR), en el vector de expresion
H6pQEGO (H6pQE6O-ALIM-ALP), previamente subclonado usando la DNA
polimerasa KOD Hot Start (Sigma-Aldrich) de alta fidelidad y los oligonucleétidos
indicados en la Tabla 1 que contienen el codon mutado a Alanina; el templado
del producto amplificado fue digerido con la enzima Dpnl a 37°C por un periodo
de 16 horas, para luego transformar con el plasmido mutado la cepa E. coli

JM109. Ver esquema de la Figura 8.
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1. Mutagénesis sitio dirigida por PCR
del plasmido H6pQEG0-ALIM-ALP
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Figura 8: Esquema metodoldgico de la mutagénesis sitio dirigida para la
obtencién de las variantes mutadas de ALIM-ALP. En los recuadros con texto
del esquema se simplifica en 3 puntos principales los pasos realizados para la
obtencién de las secuencias mutadas de ALIM-ALP a partir del plasmido
H6pQEGO-ALIM-ALP donde el resultado final con la secuencia mutada por

alanina se esquematiza con “x”.
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Las bacterias transformadas se incubaron en placas LB-agar con
ampicilina a 37°C por 16 horas, obteniendo colonias aisladas con las mutaciones
correspondientes. Los plasmidos se purificaron utilizando el Kit “E.Z.N.A. Plasmid
miniprep Kit 1I” (Omega Biotek, USA) y fueron secuenciados para confirmar la

presencia de las mutaciones.

7.9 Secuenciacién de plasmidos.

Los plasmidos de interés fueron enviados al Servicio de Secuenciacion
Automética de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Los resultados de
secuenciacion fueron analizados con el programa ChromasPro version 1.5y el

servidor web Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

7.10 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se realizé por espectrofotometria utilizando el

equipo UV-Vis Spectrophotometer modelo Q5000 marca Quawell.
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7.11 Expresién proteica de las variantes proteicas de ALIM-ALP.

Para la expresion proteica de ALIM-ALP y sus variantes mutadas se
crecieron bacterias E. coli JIM109 en medio de cultivo TB, con agitacion a 37°C
hasta una absorbancia cercana de 0,600 a una longitud de onda de 600nm,
donde se indujo la expresion de las proteinas con IPTG a 30°C, realizando
previamente una estandarizacion de la expresion variando las concentraciones
de IPTG y tiempos de induccion. A continuacion, las bacterias se cosecharon por
centrifugacion y se lavaron en buffer Tris 10 mM, pH 7,5. El precipitado bacteriano
se resuspendié en buffer de lisis (KCI 100 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.5, putrescina
2 mM, Mn2+ 5 mM, p-metilsulfonilfluoruro (PMSF) 0,1 mM y DL-ditiotreitol (DTT)
2 mM), lisando las bacterias por sonicacion en ciclos de 15 segundos de
sonicaciéon cada 30 segundos de reposo, por 6 minutos totales de sonicacion, a
80% de amplitud en el equipo Sonics modelo VCX 130 (Sonics & Materials INC.)
; el resultado de esta sonicacion se centrifugd a 200.000 g por 20 minutos con el

fin de obtener el extracto proteico.

7.12 Purificacion de las variantes mutadas y ALIM-ALP.

La purificacion de ALIM-ALP y sus variantes mutadas se realizé a travées
de cromatografia de intercambio anionico usando una columna de DEAE-
celulosa equilibrada con Tris-HCI 10 mM pH 7.5, lavada con KCI 150 mM hasta
obtener una densidad éptica cercana a 0.01 a 280 nm, la elucion de la enzima se

realizé con 250 mM de KCI, segun estandarizacion previa
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7.13 Electroforesis en geles de agarosa.

Los geles de agarosa fueron preparados a una concentracion de 1% de
agarosa en una soluciéon TAE 1X y bromuro de etidio a una concentracion final
de 0,5 pg/ml. Las muestras fueron resuspendidas en una mezcla de carga que
contenia azul de bromofenol al 0,25% y glicerol al 10%. Como patrén de peso
molecular se utilizé6 el marcador cuantificable de 1kb “Gene Ruler 1kb DNA
Ladder” (Fermentas). EI ADN en los geles fue detectado mediante un

transiluminador UV.

7.14 Ensayos de Western Blot.

Para los ensayos de Western Blot se realiz6 la separacion de las
proteinas mediante geles de poliacrilamida-SDS al 12%, las cuales se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 2 horas en 250 mA a 4°C.
El bloqueo de cada membrana se realizé con TBS 1X-Tween 20 en solucién de
leche descremada al 0,5% p/v durante una hora y luego se incub6 con el primer
anticuerpo (anti-ALP) en dilucion 1:2000 durante 16 horas con agitacion
constante a 4°C. Se realizaron lavados 5 lavados sucesivos con TBS Tween 20
de 10 minutos cada uno y luego se incubd con el segundo anticuerpo de cabra
IgG anti-conejo con dilucion 1:10000 en TBS-Tween 20 mas leche al 0,5% p/v
por una hora. La membrana fue revelada con sistema quimioluminiscente

Amersham ECL Western Blotting Detection, siguiendo instrucciones del
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fabricante, y se detectdé la emision quimioluminscente mediante
Fotodocumentador ChemiScope 3000 modelo 3100 de la empresa Clinix Science

Instruments Co. Ltd.

7.15 Dot Blot.

Se agregaron 2 uL de muestra seguido por 3 min de secado hasta
completar un volumen total de 10 uL a una membrana de nitrocelulosa. Se
bloqued la membrana con TBS-Tween 20 leche 0.5% p/v durante 1 hora a 4°C
en agitacion. Se adicioné el anticuerpo primario en TBS-Tween 20 mas leche al
0.5% p/v y se incubd durante toda la noche en agitacion suave a 4°C, luego se
realizaron 5 lavados sucesivos con TBS-Tween 20 de 10 minutos cada uno. Se
agrego el anticuerpo secundario en TBS-Tween 20 mas leche 0.5% y se incubd
1 hora, bajo agitacion suave a temperatura ambiente y luego se realizaron
nuevamente los lavados con TBS-Tween.20 Se revel6 con el kit comercial
guimioluminiscente Amersham ECL Western Blotting Detection, y se visualizo en
el Fotodocumentador ChemiScope 3000 modelo 3100 de la empresa Clinix

Science Instruments Co. Ltd.

7.16 Cuantificacion de la actividad Agmatinasa.

La actividad agmatinasa fue ensayada a 37°C, midiendo la cantidad de
urea producida como resultado de la hidrdlisis del sustrato agmatina, empleando

a-isonitroso propiofenona como reactivo colorimétrico (Archibald et al., 1945) y
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glicina-NaOH 50 mM (pH 9,5) como amortiguador. Las reacciones fueron
iniciadas agregando la enzima a soluciones de sustrato y amortiguador
previamente equilibrados a 37°C y detenidos a los tiempos apropiados,
agregando 1 ml de solucién de mezcla acida (acido ortofosférico al 23% y
sulfurico al 9%). Luego se agrego6 0.1 ml de a-isonitroso propiofenona al 3% en
etanol y se calentd por una hora a 100°C. Después de enfriar en oscuridad, se
midio la absorbancia a 540 nm en espectrofotdmetro modelo UV-1700 marca

Shimadzu.

7.17 Ensayos de activacidén enzimatica.

La estabilidad térmica de ALIM-ALP y ALP central fueron comparadas
incubando cada preparacion a 65°C por tiempos definidos hasta 10 minutos de
incubacion. Las proteinas contenidas en tampon glicina-NaOH 50 mM pH 9.5,
fueron calentadas en presencia y ausencia de Mn?*. Posterior a la incubacion,
cada muestra fue depositada en hielo y se determiné su actividad enzimatica
utilizando como sustrato Agmatina 30 Mm, por el método de Archibald a 37°C.
Los resultados fueron expresados como porcentaje de actividad enzimatica con

respecto a la actividad de la enzima no calentada.
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8. RESULTADOS

8.1Generacién de un modelo estructural de ALIM-ALP.

Para la generacion del modelo estructural de ALIM-ALP, en primer lugar,
se realiz0 la busqueda de estructuras moldes para el modelaje comparativo
utiizando Modeller. La busqueda se realizdé en la plataforma Blastp

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi), con la base de datos PDB

(https://lwww.rcsbh.org), donde los resultados no mostraron modelos almacenados

con un porcentaje de identidad aceptable (> 35%).

Debido a ello se realizaron las predicciones utilizando I-TASSER y Phyre2
cuyos resultados se observan en la Figura, respectivamente 9 y 10. Se puede
apreciar una baja prediccion tanto de estructura secundaria como terciaria,
obteniendo en el caso de I-TASSER una estructura altamente desordenada, con
un 7 % de estructura a-hélice y 3% de estructura lamina B plegada. Por su parte
el servidor web I-TASSER entrega 5 modelos finales en su prediccién por método
threading, donde en la Figura 10 se presentan el peor y mejor evaluado por el
mismo servidor entregando valores de Z-score de -1.76 y -3.3. Los resultados
observables muestran que estos modelos son estructuras altamente desordenas,

similares a los resultados obtenidos con el que con el servidor Phyre2.
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Figura 9. Modelo de ALIM-ALP obtenido por Phyre2 utilizando el método de
threading. Modelo obtenido para ALIM-ALP en servidor Phyre2 con modo de

trabajo “Intensive”. (loops en color verde, hélices a en color rojo)
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Figura 10. Modelos de ALIM-ALP obtenidos por I-TASSER por el método de
threading. Se presentan 2 modelos entregados por el servidor web de prediccion
I-Tasser, para ALIM-ALP con un Z-score de -1.76 y -3.3, valores

correspondientes a cada modelo de izquierda a derecha.
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Ante la imposibilidad de realizar predicciones por Protein threading se
realizo el modelamiento comparativo. Las secuencias de las estructuras resueltas
seleccionadas para realizar el modelo fueron alineadas utilizando el servidor web
Clustal Omega utilizando una matriz BLOSUMA45 y comparadas con la secuencia

de ALIM-ALP (Figura 11).

Como se observa en el alineamiento las secuencias poseen un muy bajo
porcentaje de identidad (indicado por la intensidad de color) y similitud, con
respecto a ALIM-ALP, siento esto valores para 1GQ6 de 22% de identidad y 33%
de similitud; 1 WOI, 22% de identidad y 33% de similitud; 3LHL, 22% de identidad
y 32% de similitud; 3PZL, 21% de identidad y 33% de similitud; 4DZ4, 22% de

identidad y 31% de similitud; 3NIO, 22% de identidad y 33% de similitud.

A partir del alineamiento presentado se puede observar que los ligandos
clasicos del cluster de manganesos no son compartidos por ALIM-ALP con
respecto a los miembros de las ureohidrolasas, ver Figura 11. También se puede
apreciar que ALIM-ALP posee 3 regiones extensas de su secuencia que no
presentan complementariedad a las otras secuencias. Estas 3 zonas son: S57-

P91 (34 residuos), A142-V176 (34 residuos) y S348-T418 (70 residuos).
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Figura 11: Alineamiento de secuencias de estructuras resueltas de la familia
de ureohidrolasas y ALIM-ALP. Alineamiento obtenido del servidor web Clustal
Omega utilizando una matriz BLOSUMA45. En circulos rojos se sefialan los
aminoécidos altamente conservados en la familia de las ureohidrolasas
involucrados en la coordinacion del cofactor metalico. Intensidad de color indica
mayor porcentaje de identidad entre las secuencias alineadas. Cédigos PDB:
Agmatinasas de Streptomyces clavuligerus (1GQ6), Deinococcus radiodurans
(AWOQl), Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia thailandensis (4DZ4), guanidina
butirasa de Pseudomonas Aeruginosa (3NIO), y proclavamidato amidino

hidrolasa de Thermoplasma vulcanus (3PZL).
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A partir del alineamiento de secuencia de la Figura 11, se realizd un
analisis a nivel de estructura secundaria, corrigiendo manualmente disrupciones
de a-hélices y estructuras extendidas, de tal forma que las estructuras
secundarias no se interrumpan por la aparicion de “gaps”, como se plantea en la
Figura 12. Este arreglo del alineamiento fue utilizado para crear el archivo de
secuencias alineadas en formato .pir (Anexo 1) para generar el modelo de ALIM-

ALP utilizando el programa Modeller.

Una vez ejecutado el programa Modeller, con el script que se presenta en
el Anexo 2, se obtuvieron inicialmente 100 modelos (ALPOO1 al ALP100), de los
cuales se selecciond los 10 mejores segun los valores de DOPE score. A los
modelos seleccionados se les realizé una etapa de refinamiento en el servidor
web GalaxyRefine, y un analisis de calidad por el servidor ProSa, que permite la
identificacion de errores de estructuras tridimensionales. Los puntajes de calidad
son arrojados en el contexto de todas las estructuras de proteinas conocidas
donde la energia es evaluada mediante el Z-score. Este score indica la calidad
total del modelo y mide la desviacion total de la energia de la estructura con
respecto a la distribucidén de energia derivada de conformaciones al azar. Es asi
gue valores negativos de Z-score son indicativos de una buena calidad del
modelo (Wiederstein & Sippl, 2007). Los valores de la calidad Z-score de los 10
mejores modelos luego del refinamiento por GalaxyRefine se muestran en la

Tabla 3.
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Figura 12: Alineamiento de secuencias y estructura secundaria de
estructuras resueltas de la familia de ureohidrolasas y ALIM-ALP.
Alineamiento de secuencia correspondiente al de la figura 11, obtenido del servidor web
Clustal Omega utilizando una matriz BLOSUMA45 el cual se encuentra alineado a la
estructura secundaria resuelta y dispuesta en el archivo PDB de cada una de las
estructuras moldes a utilizar en MODELLER.

*Codigos PDB: Agmatinasas de Streptomyces clavuligerus (1GQ 6), Deinococcus radiodurans
(1WOQl), Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia thailandensis (4DZ4), guanidina butirasa de
Pseudomonas Aeruginosa (3NIO), y proclavamidato amidino hidrolasa de Thermoplasma
vulcanus (3PZL).



Tabla 2: Resumen de valores Z-score de los diez mejores modelos
obtenidos por Modeller y analizados con ProSa.

MODELO OBTENIDO POR

PROSA (Z-SCORE)

MODELLER
ALPO22 -1.44
ALPO26 -0.68
ALPO30 -0.65
ALPO34 -1.26
ALPO41 -0.82
ALPO42 -1.08
ALPO60 -0.45
ALPO64 -0.56
ALPO88 -0.44
ALP0O95 -0.18
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Del analisis de estos resultados se seleccion6 el modelo n°22 (ALP022)
como mejor modelo obtenido, ya que fue el que presento mejores parametros de
calidad Z-score con un valor de -1.44, estos resultados se presentan en la Figura

13-A.

El servidor ProSa genera, ademas, un gréfico de la energia obtenida para
los aminoacidos de forma individual en funcién de su posicion en la secuencia,
en este caso, valores positivos indican partes errobneas en la estructura. El
andlisis de la energia de cada residuo de forma individual dentro de la secuencia
del gréfico resultante se muestra en la Figura 13-B, donde se observa que hay
regiones del modelo que no poseen una baja energia (<0), necesaria para indicar

un buen posicionamiento.

El modelo seleccionado (modelo n°22) se volvié a refinar en el servidor
web de Yasara de minimizacién energética, para mejorar los parametros de
calidad, ya que los valores obtenidos estan en el limite inferior de calidad. El
modelo obtenido de la minimizacion energética fue analizado y comparado
nuevamente por el servidor PsoSa y, ademas, por el servidor PROCHECK para

evaluar la calidad estereoquimica de la estructura.
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Figura 13. Andlisis de calidad por ProSa del mejor modelo obtenido por
Modeller. A) Grafico obtenido del servidor ProSA al comparar el z-score del
modelo ALP022, con los Z-score de proteinas de tamafio y estructura similar, el
valor obtenido corresponde a un Z-score de -1.44. B) Gréfico de la evaluacion
energética a lo largo de la secuencia del modelo obtenido con ProSA, el cual
calcula la energia promedio cada 40 amino&cidos en color verde oscuro y cada

10 aminoécidos en color verde mas atenuado.
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Al analizar los resultados obtenidos por ProSa en la Figura 14 para el
modelo luego de la minimizacién energética, se obtuvo un Z-score de -2.72, y
aunque este valor no es ideal, es mas bajo y se encuentra cercano al rango
esperado para proteinas con estructura definida de tamafio similar. El andlisis de
la energia de cada residuo de forma individual dentro de la secuencia presentado
en la Figura 14-B continla mostrando, después de la minimizacion energética,
que hay regiones en el modelo que aln poseen energias mayores a cero, pero
al comparar este resultado con el obtenido previamente a la minimizacién
energeética con Yasara, se observa una mejora en las regiones presentadas en

color verde oscuro.

En relacién a la evaluacion estereoquimica del modelo escogido se utilizd
PROCHECK para realizar el respectivo andlisis cuyo resultado principal
corresponde al grafico de Ramachandran presentado en la Figura 15, en el cual
se puede apreciar que los residuos del modelo generado se encuentran en un
84,2% en zonas color rojo energéticamente favorables con angulos de enlace
peptidico permitidos, y un 13.7 % en regiones permitidas adicionales en color
amarillo obteniendo un total del 97,9% de residuos con una estereoquimica
aceptable y un 2% de residuos estarian en zonas con problemas en su
estereoquimica, resultados que se aprecian mejor en la Tabla 3 del analisis

estadistico del grafico de Ramachandran.
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Figura 14. Evaluacion del modelo final de ALIM-ALP a través de ProSA. A)
Grafico obtenido del servidor ProSA al comparar el z-score del modelo con los Z-
score de proteinas de tamafio y estructura similar, el valor obtenido corresponde
a un Z-score de -2.72. B) Grafico de la evaluacion energética a lo largo de la
secuencia del modelo obtenido con ProSA, el cual calcula la energia promedio
cada 40 amino&cidos en color verde oscuro y cada 10 aminoacidos en color verde

mas atenuado.
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Figura 15. Grafico de Ramachandran del modelo de ALIM-ALP por
PROCHECK. Evaluacién de la calidad estereoquimica del modelo refinado,
donde en color rojo corresponderia a las zonas de residuos favorablemente
permitidas, en amarillo las zonas adicionalmente permitidas, y en amarillo palido
las generosamente permitidas. Se destacan en letras rojas los residuos E222,
R283, D307, C397 en zonas generosamente permitidas y los residuos E121,
E126, 1143, y Q402 en zonas de valores no permitidos.
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Tabla 3: Andlisis estadistico de grafico de Ramachandran del modelo de
ALIM-ALP.

N° de %
residuos

Regiones mas favorecidas [A.B.L] 326 84.2
Regiones permitidas adicionales [a,b,l,p] 53 13.7
Regiones generosamente permitidas 4 1.0
[~a,~b,~I,~p]
Regiones no permitidas 4 1.0
Residuos Totales (excl. Gly Y Pro) 387 100.0
Residuos Terminales (excl. Gly Y Pro) 1
Residuos de Glicina (triangulos) 18
Residuos De Prolina 37
Numero total de residuos 443
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El modelo obtenido se presenta en la Figura 16-A, en el cual se observa
un plegamiento general de las proteinas de la familia de ureohidrolasas,
presentando una conformacién tipo sandwich con 8 estructuras extendidas
centrales, rodeando 7 a-hélices y se destacan 3 regiones de la secuencia
aminoacidica que estarian conformando grandes loops que van desde el
aminoéacido T65 a E112, L143 a K183, y N340 a K420, las cuales no se alinean
con las secuencias de las proteinas de la familia de las ureohidrolasas y tampoco
con otras secuencias. Para una mayor apreciacion del modelo, se presenta el

modelo sin estos loops en la Figura 16-B.

Al comparar el modelo final obtenido para ALIM-ALP sin las secuencias de
los loops, a través de un alineamiento estructural, con algunas de las estructuras
utilizadas para el modelamiento (1GQ6, 1WOIy 3LHL) en la Figura 17, se aprecia
gue el modelo de ALIM-ALP, presenta similitud estructural con las estructuras de
las ureohidrolasas, donde se obtuvo una mayor similitud estructural con la
agmatinasa de E. coli (1WOI) con un valor de RMSD (Root Mean Square

Deviation) de 1,046.
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Figura 16. Modelo final propuesto para ALIM-ALP generado con Modeller.
En A se presenta modelo final obtenido de la secuencia completa de ALIM-ALP
entregada por Modeller, donde se aprecian en color rojo 7 a-hélices, 8 estructuras
extendidas en el centro de la estructura en color amarillo, y loops en color verde
de ALIM-ALP, en B se presenta el modelo de ALIM-ALP sin las regiones de
secuencia que contemplan los loops desde T65 a E112, L143 a K183, y N340 a
K420.
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Figura 17. Alineamiento estructural de modelo final propuesto para ALIM-
ALP con estructuras de miembros de las ureohidrolasas. Se presenta
alineamiento estructural del modelo final de ALIM-ALP en color naranja, con los
iones de Manganeso en color magenta, sin las regiones de secuencia que
contemplan los loops desde T65 a E112, L143 a K183, y N340 a K420, alineada
con las estructuras 1GQ6, 1WOI y 3LHL en color gris, que mostraron los tres
mejores valores de RMSD, los cuales se presentan en la esquina inferior
izquierda junto a los resultados de RMSD con las deméas estructuras de
agmatinasas utilizadas para el modelamiento, calculadas con el método “super”
en PyMol.
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Los valores de RMSD obtenidos que se presentan en la Figura 17 con las
estructuras de las agmatinasas utilizadas como molde en MODELLER, fueron
calculados con el método “super” del programa PyMol que realiza una alineacion
de programacion dindmica basada en la estructura, independiente de la

secuencia aminoacidica.

Finalmente, en la Figura 18 se presentan los aminoacidos que estarian
coordinando con el cofactor de Mn?* en el modelo final para ALIM-ALP, los cuales
serian E190, N213, Q215, D217, E288, K290 y N340. Al analizar estos
aminoé&cidos en un alineamiento estructural de ALIM-ALP con los amino&cidos
del cluster de Mn?* en la familia de ureohidrolasas se proponen que E190, N213,
Q215, D217, E288 y K290 estarian coordinando con los iones de Mn?* o
cumpliendo el rol de los aminoacidos altamente conservados en la familia de

ureohidrolasas los cuales se presentan en la tabla 5.
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Figura 18: Esquema de residuos propuestos para el sitio de unién de Mn?*
en ALIM-ALP. Se presentan los grupos radicales de los residuos que estarian
interaccionando con el cofactor de manganeso los cuales serian E190, N213,
Q215, D217, E288, K290 y N340, y en la esquina superior izquierda a modo de
comparacion se presentan los residuos de la AGM de E coli. (1WOI) los cuales
son altamente conservados. En el esquema se representan en color magenta los
iones de manganeso, en rojo los atomos de oxigeno y en azul los atomos de

nitrégeno.
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Tabla 4: Analisis comparativo de residuos propuestos para el sitio de union
de Mn?* en ALIM-ALP.

ALP 1GQ6 1WOI 3LHL 3NIO 3PZL ADZ4
E190 H121 H121 H111 H129 H124 H135
N213 D144 D143 D138 D152 D144 D152
Q215 H146 H145 H136 H154 H146 H161
D217 D148 D147 D128 D156 D148 D163
E288 D235 D229 D214 D243 D229 D242
K290 D237 D231 D217 D245 D231 D244

*Codigos PDB: Agmatinasas de Streptomyces clavuligerus (1GQ6), Deinococcus
radiodurans (1WOI), Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia thailandensis (4DZ4),
guanidina butirasa de Pseudomonas Aeruginosa (3NIO), y proclavamidato amidino
hidrolasa de Thermoplasma vulcanus (3PZL).
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8.2Expresion y purificacion de las variantes mutadas E288A/K290A y
N213A/Q215A/D217A.

Previo a la expresion proteica en E. coli JM109, se realizé una
estandarizacion en diferentes condiciones, variando la concentracion de IPTG y
el tiempo de induccion a 30°C, cuyos resultados se muestran en la Figura 19 a
través de western blot. Se selecciond por analisis densitométrico la condicién
donde se utilizé 0,5 mM de IPTG durante 16 horas a 30°C y bajo estas

condiciones se realizaron las posteriores expresiones.

La obtencién de las variantes E288A/K290A y N213A/Q215A/D217A
generadas en el vector H6pQEGO-ALIM-ALP mediante PCR, se verificaron
mediante secuenciacidbn automatica y los resultados se analizaron con el
programa ChromasPro 1.5 y el servidor web Clustal Omega, donde se corroboré
el cambio de los aminoacidos propuestos como ligandos del cofactor Mn2* por
Alanina. Las mutantes doble (E288A/K290A) y triple (N213A/Q215A/D217A) de
ALIM-ALP se expresaron en bacterias E. coli IM109 y se purificaron parcialmente
a través de cromatografia de intercambio i6énico DEAE-celulosa, columna
equilibrada con Tris 10 mM, pH 7,5. Como se menciond en la metodologia, ALIM-
ALP eluye de la columna con una concentracion de 250 mM de KCI, que
corresponde al primer maximo de actividad enzimética que se observa en la

Figura 20-A, como control.
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IPTG (mM) 0,05 0.1 0.5
Tiempo (hr) a4 16 4 16 4 16

~60 kD

Figura 19: Western Blot de la estandarizacion de la expresion de ALIM-ALP
en distintas condiciones. La expresion proteica de ALIM-ALP con tiempos de 4
y 16 horas de incubacion a 30°C, y distintas concentraciones de IPTG (0.05 mM,
0.1 mMy 0.5 mM). Se sefialan con flecha negra el tamafio en pb correspondiente
a ALIM-ALP. Se utilizo el anticuerpo anti-ALP dilucién 1:2000.
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Figura 20: Cromatograma de ALIM-ALP y las variantes mutadas, desde

columna de intercambio i6nico-DEAE celulosa (Tris 10 mM, pH 7,5). Se
presenta el perfil de proteinas totales medidas a A 280 nm (circulos negros) y la actividad
agmatinasa medidas a A 540 nm (circulos blancos) en (A) ALIM-ALP, (B) mutante doble,
y (C) de la mutante triple expresadas. Con flechas se indican las fracciones en las que
comienza la elusion a las distintas concentraciones de KCI.
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Al eluir las variantes mutadas de la columna DEAE las variantes mutadas,
como se muestra en los perfiles cromatograficos de la mutante doble y triple
(Figura 20 B-C), se observa s6lo un maximo de actividad enzimatica que eluye
con 500 mM de KCI y que corresponde a la actividad agmatinasa endégena de

E. coli, lo cual ha sido estandarizado previamente en nuestro laboratorio.

La purificacion parcial de ALIM-ALP y las variantes mutadas se realiz6 en
una cromatografia de intercambio aniénico por DEAE-celulosa, a pesar de poseer
el epitope 6xHis, debido a que estas variantes de ALP no se retienen en la

columna de Ni?*-NTA agarosa.

La presencia de las especies mutadas inactivas, en las fracciones eluidas
con 250 mM de KCI, se verifico a través de ensayos western blot donde se
identificé la presencia de la mutante doble y triple, utilizando un anticuerpo
policlonal especifico para ALP (anti-ALP) en una dilucion de 1:2000, y se observo
una banda de aproximadamente 60 kDa, valor esperado para ALIM-ALP como
se muestra en la Figura 21. El grado de pureza de las fracciones eluidas fue
determinado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

denaturantes (SDS-PAGE al 12%)).
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Figura 21: Identificacion por Western blot de la variante doble y triple
mutadas obtenidas por cromatografia de intercambio iénico-DEAE
celulosa. En el carril A se observa banda de 60 kDa aproximadamente
correspondiente a la mutante doble y en el carril B a la mutante triple de ALIM-
ALP. Se utiliz6 un anticuerpo anti-ALP dilucién 1:2000.
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8.3Anélisis de las variantes mutadas N213A, Q215A, D217A, E288A y
K290A.

La obtencion de las variantes mutadas generadas ALIM-ALP en el vector
H6pQEG6O-ALIM-ALP mediante PCR, fueron analizadas preliminarmente a través
de ensayos de restriccion realizados al producto PCR obtenido para verificar la
presencia de la secuencia codificante de ALIM-ALP, donde se obtuvieron los
tamafos esperados, tanto del vector de 3400 pb, como del inserto de 1500pb
aproximadamente, que se puede observar en la Figura 22, para cada una de las
variantes. Los mismos productos PCR sefialados en la Figura 22 se verificaron
mediante secuenciacidbn automatica y los resultados se analizaron con el
programa ChromasPro 1.5 y el servidor web Clustal Omega, donde se corroboré
el cambio de los aminoacidos propuestos como ligandos del cofactor Mn?* por
Alanina en la secuencia codificante de los aminoacidos propuestos, donde no se

observaron mutaciones no deseadas.
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Figura 22: Analisis de restriccion de las mutantes simples de ALIM-ALP en
el vector H6pQEG60. Resultados obtenidos de electroforesis en gel de agarosa al
1%. En el carrii M se observa perfil electroforético del marcador de peso
molecular de 1Kb, en los carriles A el vector H6pQEG0 sin digerir como control y
en B el vector digerido de cada mutante de ALIM-ALP correspondiente. Se

seflalan con flechas negras los tamafios aproximados en pb de las bandas
correspondiente.
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8.4Expresion y purificacion de las variantes simples mutadas.

Las mutantes D217A, E288A, y ALIM-ALP se expresaron en bacterias E.
coli JM109 y se realizé una cromatografia por columna de intercambio iénico
DEAE-celulosa equilibrada con Tris 10 mM, pH 7,5. Como se mencioné en la
metodologia, ALIM-ALP eluye de la columna con una concentracion de 250 mM
de KCI, que corresponde al primer maximo de actividad enzimatica que se
observa en la Figura 20-A como control. Al someter a la columna DEAE las
variantes mutadas, como se muestra en los perfiles cromatograficos de la
mutante D217A y E288A en la Figura 23, se observa sé6lo un méximo de actividad
enzimatica que eluye con 500 mM de KCIl y que corresponde a la actividad
agmatinasa endogena de E. coli, lo cual ha sido estandarizado previamente en

nuestro laboratorio.
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Figura 23: Cromatograma de las variantes mutadas D217A y E288A, desde
columna de intercambio iénico-DEAE celulosa (Tris 10 mM, pH 7,5). Se
presenta el perfil de proteinas totales cuantificadas a A 280 nm (circulos negros)
y la actividad agmatinasa cuantificada a A 540 nm (circulos blancos) en A de
D217A, en B de E288A. Con flechas se indican las fracciones en las que se

adiciona las distintas concentraciones de KCI.
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La purificacion parcial de ALIM-ALP y sus variantes D217A y E288A se
realizd en una cromatografia de intercambio aniénico por DEAE-celulosa, a pesar
de poseer el epitope 6xHis, debido a que esta variante de ALP no se retienen en

la columna de Ni**-NTA agarosa.

La presencia de las especies mutadas inactivas, en las fracciones eluidas
con 250 mM de KCI, se verific6 a través de ensayos Dot blot para ambas
variantes cuyos resultados se observan en la Figura 24, donde para las distintas
fracciones se observa presencia tanto de D217A, como de la variante E288A de

ALIM-ALP.

Por otra parte, el Western blot realizado para la variante D217A de ALIM-
ALP, que se muestra en la Figura 25, donde se identificé la presencia de las
mutantes D217A 'y E288A, utilizando un anticuerpo policlonal especifico para ALP
(anti-ALP) en wuna dilucibn de 1:2000, y se observé una banda de
aproximadamente 60 kDa para las fracciones 27 a la 32 de la cromatografia

realizada para la variante D217A, valor esperado para ALIM-ALP.

El grado de pureza de las fracciones eluidas fue determinado mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, en condiciones

denaturantes (Figura 25).
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Figura 24: Dot Blot de las fracciones obtenidas de las variantes mutadas
D217A y E288A, desde columna de intercambio iénico-DEAE celulosa (Tris
10 mM, pH 7,5). En (A) se detecta la presencia de D217A, y en (B) la variante
E288A, en las fracciones eluidas que se presentan en los cromatograma de la
figura 22 correspondiente a cada variante. Se utilizé un anticuerpo anti-ALP con
dilucion 1:2000 por 16 horas a 4°C.
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M 32 30 29 27

~60 kDa

Figura 25: Identificacion de fracciones eluidas de ALIM-ALP/D217A
mediante gel de poliacrilamida SDS-PAGE y Western blot. En A se presenta
separacion de las proteinas por gel de policrilamida SDS-PAGE al 10% con
tincion de azul de comassie de las fracciones colectadas 27, 29, 30 y 32
correspondientes obtenidas durante la elucion del perfil cromatogréafico que se
indica en la Figura 23, y en B se presenta la identificacion de ALIM-ALP/D217A
a través de la técnica western blot de estas fracciones, donde se utilizé anticuerpo
anti-ALP dilucion 1:2000 por 16 horas a 4°C.
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8.5Ensayos de actividad enzimatica de las variantes de ALIM-ALP

mutadas.

A pesar de no observar actividad enzimatica luego de realizar la elucion desde
la columna de intercambio iGnico, se realizaron ensayos en presencia y ausencia
del cofactor Mn?* 5 mM, previamente incubada a 65°C por 5 min y sin incubar,
determinando la actividad agmatinasa a 37°C, donde la mutantes simple D217A,
doble (E288A/K290A) vy triple (N213A/Q215A/D217A) en ALIM-ALP, resultaron
ser inactivas cataliticamente como agmatinasas in vitro en presencia de Mn?*

adicionando, incluso calentando previamente con Mn?*.
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Tabla 5: Resumen de parametros cinéticos de ALP y sus variantes.

ALP-wt 3,0+0.20 0,9+0.2
ALIM-ALP 1,2+ 0,04 101
ALP-central 1,2+ 0,37 0,4
ALIM-ALP/D217A Sin Actividad Sin Actividad
ALIM-ALP/E288A Sin Actividad Sin Actividad
ALIM-ALP/E288A/K290A Sin Actividad Sin Actividad
ALIM-ALP/N213A/Q215A/D217A Sin Actividad Sin Actividad
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9. DISCUSION

Dadas las importantes funciones que presenta agmatina en mamiferos
(neurotransmisoras, regulacion de la excrecién de sodio, regulacién de la
liberacién de insulina, ansiolitico, anti convulsionante, etc.), el estudio de las
enzimas involucradas en la regulacion de sus niveles enddgenos es
especialmente relevante. Hasta ahora solo se conocen dos enzimas capaces de
hidrolizar la agmatina a putrecina y urea, la agmatinasa y la ALP. De las
agmatinasas de mamiferos es muy poco lo que se sabe dado que su expresion
in vitro genera una proteina practicamente inactiva. La ALP, sin embargo, cataliza
la hidrolisis de agmatina, manteniendo las propiedades de pH, activacién por
Mn?*y K propias de las agmatinasas. No obstante, aiin no esta claro como esta
proteina (ALP) realiza la hidrdlisis de agmatina, cuya secuencia diverge mucho
de las agmatinasas y no es posible identificar los residuos caracteristicos de

unién al cofactor metalicos Mn?*y otros residuos cataliticos.
Modelo estructural del sitio de unién para Mn?* de ALIM-ALP

Debido que hasta ahora no existe informacién estructural sobre ALP,
mediante herramientas bioinformaticas en esta tesis se proponen residuos que
implican un nuevo tipo de interacciones entre los aminoacidos propuestos E190,

N213, Q215, D217, E288, K290, N340 y los iones Mn?*.
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Al realizar una busqueda bibliografica, residuos similares se han
observado interactuar con los iones Mn?* en otras proteinas. Si bien el aspartato
a menudo se encuentra estabilizando los centros de metales binucleares, los
residuos como el glutamato y la asparagina también pueden desempeiiar este
papel (Mitic et al., 2014). Por ejemplo, se ha informado de una metalofosfoesterasa
en una bacteria marina que el aminoacido Asn81 estabiliza el centro binuclear de
Mn?* (Wei et al., 2018). Ademas, se ha descrito que los residuos glutamicos
(Glu235 y Glu204) estabilizan el centro binuclear Co?* de una metionina
aminopeptidasa de E. coli (Mitic et al., 2014) y el centro binuclear Mn?* (Glu 56-
57-58) de una pirofosfohidrolasa de E. coli (Harris et al., 2000). Por otro lado, los
residuos de GIn y Lys no se han descrito con tal funcion, sin embargo, GIn
muestra propiedades fisicoquimicas similares a las de Asn, y Lys se ha
relacionado con las interacciones de la segunda esfera de coordinacion de los

iones metalicos (Dudev et al., 2003).

Con respecto a la calidad del modelo obtenido, los valores alejados de los
ideales tanto de posicionamiento y energia entregados por ProSa, son esperados
debido a la singularidad de secuencia que presenta ALP, y en relacion al analisis
de calidad estereoquimica de la estructura, aunque algunos residuos como E222,
R283, D307 y C397 estan fuera de las regiones permitidas en el grafico de
Ramachandran, estos no estarian formando parte de la zona estructurada del

modelo (ver anexo 3).
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Finalmente, se requiere de la estructura obtenida experimentalmente de
ALP para validar el modelo obtenido en este trabajo y respaldar los aminoacidos

propuestos que estarian interactuando en la unién de los iones Mn?*,

Mutagénesis de los residuos propuestos como coordinantes de Mn?*,

Para corroborar la funcion de los aminoacidos propuestos como posibles
ligandos del cofactor Mn?* a través del modelo generado, se reemplazaron
mediante mutagénesis sitio-dirigida los aminoacidos N213, Q215, D217, E288 y
K290 de ALIM-ALP por residuos de alanina, de los cuales se expresaron D217 y
E288 como mutantes simples y ademas como primera aproximacion una
mutante doble E288A/K290A y triple N213A/Q215A/D217A, las cuales resultaron
ser inactivas cataliticamente como agmatinasas in vitro en presencia de Mn?*
adicionando, incluso calentando previamente con Mn?*. Estos resultados nos
indican que estos residuos serian relevantes para la actividad catalitica de ALP y
posiblemente la enzima tiene problemas para coordinar el metal activador, dado
gue el metal es esencial para la actividad catalitica. Para todos los analisis se
utilizé la variante de ALP mas activa, que corresponde a una ALP sin su dominio

LIM, ya que este dominio genera un efecto auto inhibitorio en la enzima.

Los resultados obtenidos de las mutaciones simples, doble y triple son
interesantes al relacionarlos con trabajos anteriores donde se realizaron

mutantes simples para cada uno de los 5 residuos de histidina de ALP (Quifiones
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et al., 2015), a partir del conocimiento que en las ureohidrolasas residuos de
aspartato e histidinas son ligandos para el cofactor metalico. En estas mutantes
no hubo cambios en la actividad catalitica ni en la interaccién con Mn?* y solo en
una (H206A), la afinidad por el metal activador disminuyo 10 veces a diferencia
de las mutantes generadas en esta tesis, que anularon la actividad agmatinasa

de ALP, lo que apunta a la relevancia de estos residuos.

Por otra parte en como se mencion0 anteriormente, se realiz6 una primera
aproximacion de cual podria ser el sitio activo de ALP, donde se expresé una
region central de ALP denominada ALP-central (desde T140 — S350), la cual
mantiene la actividad agmatinasa, pero con baja eficiencia y es activada por Mn?*,
lo cual confirmaria que el sitio activo de la enzima ALP reside en esta region,
conteniendo los ligandos necesarios para la unién del cofactor de Mn?*, los cuales

involucran a los aminoacidos propuestos es nuestro modelo.(Reyes et al., 2020)

Hasta el momento no se ha podido determinar cuéles son los aminoacidos
en el sitio activo de ALP, pero los resultados de este trabajo muestran una
primera aproximacion de cuales podrian estar cumpliendo esta funcién, por otra
parte, la actividad agmatinasa de ALP-central, confirmaria que el sitio activo de
la enzima ALP reside en esta region, conteniendo los ligandos necesarios para
la unién del cofactor de Mn?*, los cuales involucran a los amino&cidos propuestos

es nuestro modelo.
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Considerando que ALP es la Unica enzima de mamiferos con actividad
agmatinasa caracterizada in vivo e in vitro, es de gran importancia aclarar
aspectos importantes como los son su sitio activo y los posibles nuevos
aminoacidos involucrados en el sitio de union al metal activador. Por este motivo
como proyecciones a partir de este trabajo, se propone estudiar mas a fondo esta
region de ALP, expresando las mutantes simples de los ligandos propuestos para
el cofactor Mn*2 en el modelo estructural comparativo que quedaron pendiente en
este trabajo de realizar las cuales serian, N213, Q215, K290 y realizar un estudio
de su actividad enzimatica, en presencia y ausencia del cofactor de Mn*?, ademas
de estudiar el contenido de este cofactor para todas las variantes generadas. Una
comprension detallada de su interaccién con Mn?*y cémo se controla su actividad
sera esencial para definir esta enzima como un objetivo farmacoldgico

prometedor.
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10.CONCLUSIONES

Fue posible generar un modelo estructural mediante modelaje
comparativo de ALIM-ALP, sin embargo, algunos de los residuos no se
encuentran en la posicién energética correcta, por lo que este modelo

debe ser refinado.

Nuestro modelo propone nuevos residuos para el sitio de unién de Mn?*y
los resultados de los mutantes expresadas D217A, E288A, E288A/K290A
y N213A/Q215A/D217A de ALIM-ALP indican la importancia de estos para

la actividad agmatinasa en ALP.
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ANEXO 1: Archivo de alineamiento de secuencias en formato .pir para
ejecutar Modeller en la realizacion del modelo estructural de ALIM-ALP.

>P1;1a608

structure:1G06: . . Lttt

—————————————————— SPRYAQIPTFMRLPH- - -----DPQ--PRGYD
VVVIGAPYDGGTSYRPGARFGPOAIRSESGLIHGY-----=-=======~
—————————————————— GIDRGPGTFOLINCVDAGDINLTPFDMNIAID
TAQSHLSGLL---====--ccmmcmm e cccccmecceceeee KANA
AFLMIGGDHSLTVAALRAVAEQHG- PLAVVHLDAHSDTNPAFYGGRYHHG
TPFRHGIDEKLIDPAAMVQIGIRGHNPKPDSLDYARGHGVRVVTADEFGE
LGVEETADLIREKY-GQRPVYVSVDIDWVVDPA----------------~-~
-FAPGTGTPAPGGLLSREVLALLRCVG- -DLKPVGFDVMEVSPLYDHG- -

>P1;110I

RITEAARQVR - -~ - === == === == mm = mmmmom oo GR-CR
VPVFLGGDHSVSYPLLRAFADV- P- DLHVVQLDAHLDF TDTRNDTKWSNS
SPFRRACEA- LPNLVHITTVGLRGLRFDPEAVAAARARGHT IIPMDDVTA
DLAGVLAQLP----- RGONVYFSVDVDGFDPA- - - === = === === ===
-VIPGTSSPEPDGL TYAQGMK ILAAAAA-NNTVVGLDLVELAPNLDPTG-

>P1;3LHL
structure:3LHL: .ttt ittt

ETYQETYKIV-—---== === == =mmmmmmmmmmmmmmmmmome RDSK
VPFMIGGEHLVTLPAFKAVHEKYN-DIYVIHFDAHTDLREEYNNSKNSHA
TVIKRIWD- - IVGDNKIFQFGIRSGTKE- - EFKFATEEKHTYMET - - - - -
-GGIDTFENIVNML-NGKNIYLTIDLDVLDAS - - - - - - - - - - - -~
-VFPGTGTPEPGGVNYREFQEIFKIIKNSNINIVGCDIVELSPDYDT TG-

»P133NIO

structure:3NID: N

-------- MLHQPLGGMEHPRFGGIATHHRLPH------VQSPAELDALD
AAFVGVPLDIGTSLRSGTRFGPREIRAESVMIRPY - - -------------
------------------ NMATGAAPFDSLNVADIGDVAINTFNLLEAVR
ITEQEYDRILG-----------------==——————------———~——- HGI
LPLTLGGDHTITLPILRAIKKKHG- KVGLVYHVDAHADVNDHMF GEK I AHG
TTFRRAVEEDLLDCDRVVQIGLRAQGY TAEDFNWSRKQGFRVVQAEECHH
KSLEPLMAEVREKV-GGGPVYLSFDIDGIDPA------------------
-WAPGTGTPEIGGLTTIQAMEIIRGCQ- -GLDLIGCDLVEVSPPYDT TG-

*P1;3PZL
structure:3PZIL:

TVESWVWSAVM-------------mmmmmmmmmm e SDGK
IPIMLGGEHSITVGAVRALPKD- - - -VDLVIVDAHSDFRSSYMGNKYNHA
CVTRRALD--LLGEGRITSIGIRSVSREEFEDPDF - - RKVSFISSFDVKE
NGIDKYIEEVDR---KSRRVYISVDMDGIDPA----------==="mum"
-YAPAVGTPEPFGLADTOVRRLIERL- - - SYKAVGFDIVEFSPLYDNG- -

————————————————————— NTSMLAAKLLOVFIASREKYYK-------
*

=P1;4D74

structure:4DI4:

TLYGDGAIRRPSVYGSSIENTYAGVLSFHRRNY ————————— TROLDGVD

VVVSGVPLDLATTFRSGARLGPSAVRAASVQLAEL - - - - - - - - - -~
----------------- NPYPLWGFDPFDDLAVIDYGDCWFDAHHPLSIKP

ATVEHARTTL(Q- - === === === === mmmmmmmmmmmmmmmom o SDA
RMLTLGGDHYITYPLLTAHAQKYGKPLSL THFDAHCDTWADDAPDSLNHG
THFYKAVKDGLIDPKASVQVGIRTWNDDYLGINVLDAAWVH- - - - - - - E

HGARATLERIESIV-GGRPAYLTFDIDCLDPA------------------
-FAPGTGTPVAGGOLSSAQALATIVRGLG- - GVNL IGADVVEVAPAYDQSE-

>P1;ALP

sequence:ALP: .

——————————————— HVTPRPYSQPKNSQEVLKTFKVDGKVSHN GETAR
GDVEGKEKEDPTAVAPGPSLTKSQMFEGWVATVH-GSPVQVKQGSNSIEIN
IKKPNSPPQELTAASEET-ESNGRDDENGEESSGARDVELDSAEPQHFTT
TVTRCSPTVALVEFSSSPOLRNEVPEEQDOQKKPENEMSGKVELYVLSQKVA
KPKSPEPEATLTFPFLDKMPET -D- QLHLPNLNSQADSP - - - SSEKSPAS
TPFKFWAWD- - - - - PEEERRRQ----- EKWOOQEQERLLQERYQKEQD- - -
-KLKEEWEKAQKEVEEEERRYYEEERKIIEDTVWPFTISSS5A-----~~
-DQLSTSSSVTEG--SGTRNKMDLENCQ- - - -DRDKERRQNTPLQENDSD
SSLKARESGLPEEHSSLTQSPSANSENSVSKGISQDOOQPETEAEASHCGT
NPQSAQDPPHNQQISNPPTSKSEIVKPKTLALEKSINHQIESPGERRKST

SGKKLCSS. .
*
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ANEXO 2 Script utilizado para ejecutar Modeller para generar modelo
estructural de ALIM-ALP.

# Comparative modeling by the automodel class
from modeller import *

# Load standard Modeller classes

from modeller.automodel import *

import sys

# Load the automodel class

log.verbose()

env = environ()

# request verbose output

# create a new MODELLER environment

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = ['.", "../Jatom_files']
env.io.hetatm = True

a = automodel(env,

alnfile = 'aling.pir_aln', # alignment filename

knowns = ('1GQ6', 'IWOI', '3LHL', '3NIO', '3PZL', '4DZ4"),
# codes of the templates

sequence = 'ALP")

# code of the target

a.starting_model=1

a.ending_model = 100

# index of the first model

# index of the last model

# (determines how many models to calculate)
# do the actual comparative modeling

# Very thorough VTFM optimization:
a.library_schedule = autosched.slow
a.max_var_iterations = 8000

# Thorough MD optimization:

a.md_level = refine.slow

# Repeat the whole cycle 2 times and do not stop unless obj.func. > 1E6
a.repeat_optimization = 4

a.max_molpdf = 1e6

a.make() # do the actual homology modeling

# Get a list of all successfully built models from a.outputs
ok_models = [x for x in a.outputs if x['failure'] is None]

# Rank the models by DOPE score

key = 'DOPE score'

if sys.version_info[:2] == (2,3):
# Python 2.3's sort doesn't have a 'key' argument
ok_models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key]))

else:
ok_models.sort(key=lambda a: a[key])

# Get top model

m = ok_models[0]]

print("Top model: %s (DOPE score %.3f)" % (m['name’], m[key]))
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ANEXO 3: Informe de PROCHECK de la estructura secundaria, secuenciay
regiones de grafico de Ramachandran del modelo estructural de ALIM-ALP.

Secondary structure & estimated accessibility

Key:- (ﬁ}‘ Helix |:> Beta strand == Random coil Accessibility shading: B Buried [ Accessible

Sequence & Ramachandran regions a Most favoured @ Allowed [ Generous ll Disallowed

MVTPRPYSQPKNSQEVLKT FKVDGKVSMNGETARGDVEGKEKEDP TAVAPGPSLTKSOMFEGVATVHGSPVQVKQGSNS IE INIKKPNSPPOELTAASEE

Secondary structure & estimated accessibility

Key:- /™ Helix [) Betastrand = Random coil Accessibility shading: M Buried [ Accessible

Sequence & Ramachandran regions a Most favoured m Allowed [ Generous ll Disallowed

TESNGRDDENGEESSGARDVELDSAEPOQHFTTTVTRCSPTVALVEFSS SPOLRNEVPEEQDOQKKPENEMSGKVELVLSQKVAKPKSPEPEATLTFPFLDK

_Secondary structure & estimated accessibility

Key:- Q@ Helix |:> Beta strand == Random coil Accessibility shading: B Buried [0 Accessible
Sequence & Ramachandran regions A Most favoured @ Allowed [ Generous B Disallowed

MPETDQLHLPNLNSQADSPSSEKSPASTPFEKFWAWDPEE ERRROEEWOQEQERLLOERY QK EQDKLKEEWEKAQKEVEEEERRYYEEERK T TEDTVVPFT

Secondary structure & estimated accessibility

Key:- ™ Helix |:> Beta strand == Random coil Accessibility shading: W Buried [ Accessible

- SeEuence & Ramachandran regions 4 Most favoured @ Allowed [ Generous ll Disallowed

ISSSSADOLSTSSSVTEGSGTRNEMDLENCODRDEKERRONTPLOENDSDSS LKARESGLPEEHSSLTOSPSANSENSVSKGISQDOQOQPETEAEASHCGTN

Secondary structure & estimated accessibility

SRR, N\

Key:- <™ Helix |:> Beta strand == Random coil Accessibility shading: B Buried [ Accessible
. Sequence & Ramachandran regions A Most favoured @ Allowed [ Generous I Disallowed

POSAQDPPWNQOQ I SNPPTSKSEDVKPKTLALEKS INHQIESPG
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