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RESUMEN

La Agmatinase Like Protein (ALP) es una enzima clonada a partir de una libreria de
ADNCc de cerebro de rata y cataliza la hidrdlisis de agmatina en putrescina y urea.
La agmatina (1-amino-4-guanidinobutano) es una amina que deriva de la
descarboxilacion de arginina mediante la arginina descarboxilasa (ADC), cumple
funciones criticas en mamiferos como neuromodulador, anticonvulsivante y agente
neuroprotector. Hasta la fecha, ALP es la Unica enzima de mamiferos caracterizada
cinéticamente con actividad agmatinasa confirmada. A pesar de su funcion
catalitica, ALP muestra una identidad de secuencia minima con agmatinasas
conocidas, y los residuos involucrados en la catalisis o en la coordinacion del
cofactor Mn2* (ion metalico divalente critico para la actividad de ALP y otras
ureohidrolasas) permanecen sin identificar. Las herramientas actuales de prediccion
de plegamiento proteico, como la plataforma AlphaFold 3, no logran modelar la
estructura de ALP. En el Laboratorio de Enzimologia de la Universidad de
Concepcidn, se han clonado varias isoformas de ALP. La variante de ALP mas activa
y estable contiene 457 aminoacidos y carece de 66 aminoacidos en su extremo
carboxilo, esta secuencia se denomina dominio LIM y ejerce un efecto auto-
inhibitorio sobre su actividad agmatinasa (ALIM-ALP). En este seminario de titulo,
se establecié un protocolo de purificacion para ALIM-ALP logrando purificar la
enzima a homogeneidad y se realiz6 un analisis de dicroismo circular (DC) para
determinar el contenido de estructura secundaria. El analisis de DC arroj6é que ALIM-
ALP contiene 2,8% de estructuras helicoidales, 34,4% de hojas [3-plegadas, 14,6%
de vueltas y 48,1% de zonas al azar o no definidas. Este trabajo proporciona las

primeras aproximaciones respecto de la estructura de ALP.



ABSTRACT

Agmatinase Like Protein (ALP) is an enzyme cloned from a rat brain cDNA library
and catalyzes the hydrolysis of agmatine to putrescine and urea. Agmatine (1-amino-
4-guanidinobutane) is an amine derived from the decarboxylation of arginine by
arginine decarboxylase (ADC), fulfilling critical functions in mammals as a
neuromodulator, anticonvulsant, and neuroprotective agent. To date, ALP is the only
kinetically characterized mammalian enzyme with confirmed agmatinase activity.
Despite its catalytic function, ALP shows minimal sequence identity with known
agmatinases, and the residues involved in catalysis or in the coordination of the Mn2*
cofactor (a divalent metal ion critical for the activity of ALP and other ureohydrolases)
remain unidentified. Current protein folding prediction tools, such as the AlphaFold
3 platform, fail to model the structure of ALP. Several ALP isoforms have been cloned
at the Enzymology Laboratory of the University of Concepcion. The most active and
stable ALP variant contains 457 amino acids and lacks 66 amino acids at its carboxyl
terminus. This sequence is called the LIM domain and exerts an autoinhibitory effect
on its agmatinase activity (ALIM-ALP). In this degree seminar, a purification protocol
for ALIM-ALP was established, achieving homogeneity in the enzyme, and circular
dichroism (CD) analysis was performed to determine its secondary structure content.
CD analysis showed that ALIM-ALP contains 2.8% helical structures, 34.4% -
pleated sheets, 14.6% turns, and 48.1% random or undefined regions. This work

provides the first approximations regarding the structure of ALP.



INTRODUCCION

La agmatina (1-amino-4-guanidinobutano) es una amina proveniente de la
descarboxilacion de la arginina, reaccion catalizada por la enzima arginina
descarboxilasa (ADC) (Fig. 1), (Reyes et al., 2020). 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).

NH;
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HOOC)\/\/N\“/NH"
Urea NH NO
L-Arginina Oxido nitrico
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Arginina
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Espermidina

:
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Figura 1. Ruta metabdlica de la arginina donde se destaca la participacion de la
agmatina para producir putrescina mas urea y acido guanidino butanoico.

La agmatina fue descubierta por primera vez en esperma de arenques a inicios del
siglo XX por parte del quimico aleman Albretch Kossel (Kossel et al., 1910). A partir
del descubrimiento se ha logrado entender la participacion de la agmatina en el
metabolismo de plantas, bacterias e incluso en vertebrados como los mamiferos.
Inicialmente, la agmatina era una ruta alternativa de la sintesis de poliaminas que
solo era posible encontrar en plantas y bacterias, pero en estudios posteriores se

detect6 agmatina en cerebro de bovinos. En mamiferos la agmatina fue descrita
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inicialmente como una sustancia desplazadora de clonidina, la cual eventualmente
pudo ser purificada e identificada a través de espectroscopia de masa como
agmatina atribuyéndole un rol neurotransmisor (Li et al., 1994). La presencia de la
agmatina en el sistema nervioso central fue mapeada en el cerebro de ratas donde
se encontro en una cantidad similar a otros neurotransmisores, principalmente en el
citoplasma de las neuronas. (Otake et al., 1998). Es por ello que surgieron
investigaciones centradas en entender el rol fundamental que cumple la agmatina
para mamiferos, entre ellas podemos destacar su capacidad inhibitoria de la éxido
nitrico sintasa (NOS), lo que se discute como un posible rol regulador en la
produccién de 6xido nitrico (Galea et al., 1996), actividad promoviendo la secrecion
de insulina en ensayos in vitro (Chan et al., 1998). La presencia de agmatina en
tejidos neuronales le otorga un rol neurotransmisor/neuromodulador por su
capacidad de unir a los receptores adrenérgicos a2 y receptores de Imidazolina
(Reis & Regunathan et al., 1998). Ademas, mejora la capacidad analgésica de
opioides y al mismo tiempo reduce la dependencia y recaida sobre estos a nivel
fisioloégico (Wu et al., 2008). La agmatina también posee una accion anticonvulsiva
al tener un mecanismo con efectos similares a los antagonistas del receptor de
glutamato de NMDA o “N-Metil-D-Aspartato” (Wu et al., 2008), de igual manera esta
capacidad antagonista de NMDA e inhibitoria de la NOS mencionada anteriormente
se relaciono directamente con un papel de anti-plasticidad para el sistema nervioso
central, por lo tanto, revierte los mecanismos relacionados al dolor cronico y lesiones
neuronales otorgandole actividad neuro protectora y analgésica (Fairbanks et al.,
2000).

También se ha descrito un posible efecto antidepresivo de la agmatina, asociado a
Su accion antagonista en receptores NMDA y regulacion en la sobrecarga de Ca2+
ademas de inducir un mayor niumero de monoaminas (Li et al., 2003). Ademas, se
ha logrado obtener multiples resultados gracias a todos los antecedentes sobre los
mecanismos a los cual esta asociada la agmatina, ejemplo de esto es que se
comercializa como un suplemento nutracéutico siendo frecuentemente utilizado en
la actividad fisica de alto rendimiento por ser precursora de la sintesis de poliaminas

y a su vez un vasodilatador (Gao et al., 1995) que ayuda en el crecimiento de los
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tejidos musculares. En la actualidad, diversos estudios han atribuido a la agmatina
un efecto terapéutico en modelos murinos de enfermedades neuroldgicas (Barua et
al., 2019), asi como una capacidad neuroprotectora frente a enfermedades
neurodegenerativas y epilepsia (Moretti et al., 2014).

Metabolismo de agmatina en mamiferos

Aun existen muchos mecanismos desconocidos sobre la actividad catalitica de la
enzima que degrada la agmatina, especialmente en mamiferos. No fue hasta el afio
1994 en donde Li, Regunathan y cols. descubren la presencia de la agmatina en el
cerebro de bovinos, lo que impulsé la busqueda de las enzimas involucradas en el
metabolismo de agmatina en mamiferos. Se identifico la presencia de ADC en las
mitocondrias del cerebro de rata (Li et al., 1995), asi como la actividad agmatinasa
en cerebro de bovinos. Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que
la agmatinasa humana carece de actividad hidrolitica sobre agmatina, aunque si la
presenta sobre otras moléculas guanidinicas (Sastre et al., 1996; Sinn et al., 2022).
En el afio 2007, el Laboratorio de Enzimologia de la Universidad de Concepcion
(Uribe et al., 2007), reporto la expresion de una proteina clonada desde una libreria
de genes de cerebro de rata que presentaba actividad agmatinasa, pero que su
secuencia era muy divergente de las agmatinasas de procariontes y de la
agmatinasa humana, por lo que se le denomind Agmatinase Like Protein (ALP).
Interesantemente la agmatinasa humana posee una similitud del 56% a la
agmatinasa de la Escherichia coli (lyer et al., 2002) y pese a ello no posee actividad
agmatinasa demostrable, lo cual resulta particularmente interesante al compararse
con ALP. La Figura 2 muestra un alineamiento de secuencias entre ALP, la
agmatinasa humana y la agmatinasa de E. coli, en el que se observa que solo
algunos residuos estan conservados en ALP. En general, no se evidencia una
similitud significativa entre ALP y las agmatinasas, y ademas ALP no conserva los
residuos encargados de coordinar el cofactor activador Mn2*, los cuales estan
estrictamente conservados en las enzimas de la familia de las ureohidrolasas. La
actividad agmatinasa de ALP requiere del cofactor Mn?*. Al igual que otras

ureohidrolasas esta enzima requiere la presencia de 2 iones de Mn?* para activar la
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molécula de agua que participa en la hidrdlisis del sustrato guanidinico. Si bien, ALP
por su secuencia no es parte de la familia de las ureohidrolasas, esta enzima
funciona como tal. Otro aspecto interesante que tiene en comun ALP, es la termo
estabilidad generando un aumento significativo en la actividad agmatinasa de ALP

al incubar previamente a 60°C con Mn2+, fenébmeno conocido como hiperactivacion.

Se detectd la presencia de ALP en tejido de ratas, especificamente en astrocitos y
neuronas del hipotalamo e hipocampo (Mella et al., 2010). En el laboratorio de
Enzimologia de la Universidad de Concepcion, se han clonado varias isoformas de
ALP (Fig. 3A), un aspecto interesante es una secuencia denominada dominio-LIM
gue se encuentra en el extremo C-terminal (Castro et al., 2011), formando una
estructura de dos dedos de zinc que se plantea es capaz de auto inhibir la actividad
enzimatica de ALP (Cofre et al., 2014; Feuerstein et al., 1994). Una mutante trunca
en este dominio, denominada ALIM-ALP, presenta la actividad agmatinasa
aumentada y una mayor termo estabilidad (Cofre et al., 2014). Con esta variante se

propone realizar los experimentos en este proyecto.

Isoform |, 1056 aa keat (-1 K, (mM)
l 1.9 45
M | sSTp
Isoform Il, 903 aa A | v v
' 25 25 2 E A R
Ll K T o 'R
G L 6 N
523 aa L N G
0.9 3 A L a :
LP L Y o6 L
G
@ F K é
457 aa : ® ©
10 i s 2 ('1 é Zn* ‘T)
ALIM-ALP x
453L© ©F R© @
Y
210 aa -G K K MRSRSAGQPTTL
A B

Figura 2. (A) Esquema de las variantes de ALP y sus constantes cinéticas, Keat Y
Km. Se indica el nimero de aminoé&cidos de cada variante. (B). Esquema del dominio
LIM.
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Figura 3. Alineamiento de secuencias aminoacidicas, donde se observa ALP y las
agmatinasas 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 Mn?*,

Plataformas bioinformaticas que predicen el plegamiento proteico, tales como

Alphafold 3, no son capaces de predecir la estructura de ALP o de alguna de sus

variantes (Fig. 4). Por lo tanto, en este seminario de titulo se estandariz6 un

protocolo de purificacion de la isoforma ALIM-ALP y se realizaron andlisis de

dicroismo circular. El dicroismo circular es usado para identificar y cuantificar

estructuras secundarias en moléculas polipeptidicas, para el caso de la enzima esto

nos permitié estimar la cantidad de conformaciones Alpha-hélice, beta-plegada y

loops o giros (beta).

14



~ "’\/b’
~J P
—

S - \
‘.5 s S NI NN NPT 4\’/ '
L o

7= \,«,% o y <u

o\ £\

Figura 4. A modo de ejemplo se muestra el modelo molecular obtenido para la
isoforma | de ALP a través de la plataforma Alpha-Fold, los resultados con las otras
isoformas son similares.

15



HIPOTESIS

ALIM-ALP posee un contenido de estructuras secundarias similar a las agmatinasas
de procariontes conocidas.

OBJETIVO GENERAL

Realizar una caracterizacion del contenido de estructuras secundarias de ALIM-
ALP.

OBJETIVO ESPECIFICO

1. Estandarizar un método para purificar ALIM-ALP.

2. Determinar el tipo y contenido de estructuras secundarias de ALIM-ALP mediante

dicroismo circular.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos utilizados

Los reactivos quimicos generales, amortiguadores, sales y sustratos utilizados son
de grado analitico y biologia molecular de las casas comerciales Sigma y Merck.
Soluciones generales

TAE 10X, en un litro de agua destilada se mezclaron 48.4 g de Tris, 11.4 mL de &cido

acético glacial y 20 ml de EDTA 0.5 M a pH 8.0.

TBS-tween, a un litro de agua destilada se adicionaron 1.21 g de Tris, 8.775g de
NaCl y 500 L de Tween 20, la solucion resultante fue ajustada a pH 7.4.

Buffer TG-SDS10X, a un litro de agua destilada se agregaron 30 g de Tris, 144 g de
glicina y 10 g de dodecilsulfato de sodio (SDS), la solucion fue ajustada a pH 8.4.

Buffer de transferencia, a un litro de agua destilada se adicionaron 3.02 g de Tris,
14 g de glicina, 200 ml de metanol y 0.37 g de SDS.

Mezcla acida, esta mezcla fue preparada con acido orto fosférico al 23% y acido

sulftrico al 9%.

Buffer TE 10X: esta solucion amortiguadora fue preparada a partir de una solucién
de 10mM de EDTA y 100mM Tris-HCI pH 7.5.

Cepa bacteriana

La cepade E. coliJM109, cuyo genotipo es recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96,
relAl, thi’(lac-proAB)F’, tra D36 pro AB+ laclqg lacZ’M15, fue utilizada para la
expresion de las mutantes doble, triple y la region central de ALIM-ALP.

Medios 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 auto clavado.

Las placas LB- agar, fueron preparadas usando medio LB y agregando 15 g/L de

agar.
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A los medios se les agrego el antibiético de ampicilina (10 ug/ml).

Vector

El plasmido H6pQEG60, de 3,1 kb (Fig. 6), fue el vector de expresion utilizado en E.
coli BL21(DE3) para expresar el gen de ALIM-ALP y generar las mutantes simples.
Sus principales caracteristicas son la resistencia al antibiético ampicilina, ademas
de un sitio de union al ribosoma (RBS), contiene el promotor del bacteriéfago T5
ubicado rio arriba del operén lac, permitiendo la regulacion y expresion del
subclonado por IPTG (Fig. 5).

{/Sx His
Ampr //' i = /
& -
Y 4 W ALIM-ALP
fid N
il,_,"f ? \'.‘ /

H6pPQESO \
Tlr‘ 4,8 Kba
puc origin__F‘,‘f‘\‘\\ LZ%R
\\ A n Lm
% b NGA

o

BamHI (1358

ol HindIll (8!
& —
4

:—J‘{ CAT/camR

Ncol mut

Figura 5. Vector HspQE60, utilizado para la expresion de ALIM-ALP y sus variantes mutadas.

Crecimiento, expresion y obtencion de ALIM-ALP:

La ALIM-ALP se expreso en E. coli IM109 utilizando el vector HspQEG60 disponible
como glicerol stock en el laboratorio de enzimologia, posterior a ello, pasaron por
un proceso de lisis bacteriana. A continuacién, se muestra una tabla a modo de

resumir el proceso optimizado para la enzima que es el objetivo de este estudio:
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Tabla 1. Método por el cual se purificé la enzima ALIM-ALP.

Crecimiento de bacterias y expresion de ALP en JM109

Proceso

Volumen

Tiempo

Pre in6culo de 20ml

20 mL medio LB
3 UL de bacteria
20 pL Ampicilina 100x

16 horas a 37°C

Cultivo x matraz 500ml
hasta una absorbancia
de 0,5 a OD 600 nm.

500 ml medio LB + 0.2
mM de Mn?*

5ml de preinoculo

500 pL Ampicilina 1000x

3 -4 horas a37°C

Agregar IPTG

100 pL IPTG 1 M por cada
matraz de 500 ml

16 horas entre 18 - 20°C

Centrifugado de
bacterias a 5000 rpm

Volumen total obtenido
(2000 ml) + lavado con
Tris 10mM pH 7.5 + 0.2
mM MnCl2

25 min, 3 veces minimo
resuspendiendo y
agregando el resto del
volumen del cultivo en
tubos de 250 ml

(hasta obtener
sobrenadante transparente)

Lisis bacteriana

mM KCI)
15 uL. PMSF 100mM

/5uLDTT1IM
60 pL MnCl2 0.5 M

Proceso Volumen Tiempo
Sonicacion de pellet 15 ml de buffer de lisis | 9 minutos a 85% amplitud
centrifugado. (tris 200 mM pH 7.5 + 100 15 s pulso

30 s descanso

Se sostiene sobre hielo
aproximadamente a 4°C

Centrifugado para
obtener el sobrenadante
del extracto total de
proteinas, 12000 rpm.

9 ml de lisado bacteriano
por tubo de centrifugado
(2 de 50 ml redondos).
Se obtienen 18 ml total

15 minutos 2 veces a 4°C

Incubacion a 60° C de 2 a 3 ml por tubo de | 10 minutos

Extracto total. ensayo
Obteniendo 14 ml en total

Centrifugado de extracto |7 ml por tubo de |25 minutos, luego se

total final a 12000 rpm. centrifugado con un total | cambia tubo y se repite
de 14 ml | 15 min para eliminar
aproximadamente. impurezas dos veces

mas.
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Purificacion por cromatografia de intercambio aniénico

Para purificar la proteina se utiliz6 una cromatografia de intercambio aniénico con
una columna de dietilaminoetil (DEAE)-celulosa equilibrada con buffer Tris-HCI 10
mM, pH 7.5 + 0.2 mM de MnClz y una bateria de 3 buffers de elusion con
concentraciones crecientes de KCI (150, 250 y 500 mM respectivamente) usando la
gravedad para eluir a través de la columna las proteinas totales.

Purificacion por cromatografia de afinidad

Este procedimiento se llevo a cabo utilizando una columna de Ni2*—NTA-agarosa,
empleando el método por gravedad con un flujo lento, estimado en
aproximadamente 3 a 4 segundos por goteo. La muestra cargada en la columna fue
el pool obtenido a partir de la cromatografia de intercambio anionico, que eluyo con
250 mM de KCI. El volumen total fue cargado con el flujo mas lento posible,
repitiendo este proceso al menos tres veces. Posteriormente, la columna se dejé en

reposo durante toda la noche a 4 °C.

Determinacion de actividad agmatinasa:

Se determind la actividad enzimatica a través de una reaccion colorimétrica que
detecta la produccion de urea al interaccionar con el reactivo colorimétrico a-
isonitrosopropiofenona (Archibald et al., 1945) a 37°C producto de la hidrdlisis de
agmatina. La reaccion se inicié con un mix de actividad de 100 pL que en su
disolucion contiene una concentracion de 2 mM MnClz, 20 mM agmatina pH 7.5y
50 mM glicina pH 9.0 y 100 pL de muestra con enzima, y se incubo6 a 37°C por 15
minutos. Para detener la actividad se usé 1 mL de mezcla acida (acido orto fosférico
23% y acido sulfurico 9%). Luego, se agreg6 100 uL de a-isonitrosopropiofenona al
3% en etanol y se calentd a 100°C por 1 hora. Se enfrié en oscuridad al ser una

reaccion fotosensible y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.

Cuantificacion de proteina:

La concentracion de proteinas fue cuantificada mediante el método de Bradford,
utilizando una curva de calibraciéon con albumina de suero bovino (BSA) como

estandar. Para la curva, se prepararon soluciones con 100 uL de BSA en
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concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50, 80 y 100 pg/mL, a las que se afiadieron 700
ML de agua destilada y 200 uL del reactivo de Bradford. Una vez obtenida la curva
de calibracion, se realizo la reaccion con solucion de Bradford para cada muestra
obtenida a lo largo del proceso de purificacién. Posteriormente, se midio la
absorbancia a 595 nm y, con base en la curva de calibracion, se calcularon las

concentraciones de proteina, expresadas en mg/mL.

SDS-PAGE:

Para analizar la pureza de ALIM-ALP se realiz6 un gel de poliacrilamida al 10%,
para separar las proteinas segun su tamafio. Las muestras obtenidas de las
distintas etapas de purificacion fueron preparadas con buffer de carga 6x y SDS al
10 % para desnaturalizar las proteinas antes de su aplicacion. La corrida
electroforética se llevo a cabo en una camara con buffer de corrida, durante 140
minutos a un voltaje constante de 120 V. Una vez finalizada la electroforesis, el gel
se sometid a una solucion fijadora durante 1 hora para estabilizar las proteinas.
Luego, se lavo con agua destilada antes de realizar la tincion con azul de Coomassie
coloidal, que se aplicé durante 20 minutos. Una vez realizada la tincién se lavo el
exceso con agua destilada hasta obtener el gel con las bandas visibles, donde a

través del tamafo y la cantidad de bandas se confirmo el nivel de pureza.

Western-Blot:

Para identificar ALIM-ALP se realiz6 un ensayo de inmunodeteccion a partir de un
gel de poliacrilamida al 10 %, seguido de la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa utilizando buffer de transferencia. La transferencia se llevdé a cabo
durante 120 minutos. Posteriormente, la membrana fue bloqueada mediante
lavados con solucion de leche semidescremada en TBS-Tween para evitar uniones
inespecificas. A continuacion, se incubo con el anticuerpo primario anti-ALP durante
16 horas a 4 °C en constante agitacion. Al dia siguiente, se realizaron lavados para
eliminar el exceso de anticuerpo y se afiadido el anticuerpo secundario anti-
goat/rabbit. Luego de un nuevo lavado con TBS-Tween, se aplicdé el buffer de
deteccion para visualizar las proteinas mediante el equipo foto documentador

Chemiscope 3000 disponible en el laboratorio.
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Andlisis de dicroismo circular:

Una vez obtenida una muestra lo suficientemente pura (mayor a 0.2 mg/ml), se
procedio a realizar el dicroismo circular en un espectro polarimetro Jasco 1500 plus
disponible en el Laboratorio de Biofisica Molecular del Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular de la Universidad de Concepcion gracias a la colaboracion del
Dr. Maximiliano Francisco Figueroa Yévenes. El andlisis de los resultados se realiz6

a través de la plataforma web BeStSel (hitps://bestsel.elte.hu/index.php).
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RESULTADOS

Purificacion de ALIM-ALP.

Después de varios ensayos donde se ajustaron distintos aspectos involucrados en
la purificacion de ALIM-ALP, incluyendo variar el medio de cultivo, la temperatura,
el tiempo de sonicacion, incubacion de la muestra a 60°C, equilibrar columna de la
cromatografia de afinidad, se optimizé un protocolo de purificacién que se detalla
en la seccion materiales y métodos. Los resultados obtenidos se resumen a
continuacién en la Tabla 2, donde se aprecia que la actividad especifica va

aumentando a través de las distintas etapas.

Tabla 2. Tabla de purificacion ALIM-ALP.

Muestra Volumen | Absorbancia | Concentracién | Proteina | Actividad | Actividad
(ml) 540 nm/0,1 | (mg/ml) total total especifica
ml/15 min (mQg) (Absorbancia
540 nm/15
min/ mg
proteina)
Extracto total 7 0,2 (diluido 70.1 490.7 140 0.28
por 10y con
100 ul)
Extracto total 7 0,6 (diluido 20.5 1435 420 2.9
calentado a por 10y con
60°C con 100 pl)
MnC|2
después de la
centrifugacion
Pool DEAE 52 0.5 2.3 119,1 260 2.18
(250 mM KCI)
Pool Niquel 24 0.8 0.5 10,8 192 17.7
Fraccion 23 3 2.2 0.3 0,9 66 73.3

Cultivo y expresion de ALIM-ALP

Se utiliz6 como medio de cultivo LB suplementado con 0,5 mM de MnClz para
aumentar la estabilidad de la enzima (Sinn et al., 2022). La induccion de la expresion
de laenzima con IPTG 1 M, se realiz6 a 20°C, lo que resultd en una mejor expresion
gue a 30°C (datos no mostrados). También se aumenté en el tiempo de sonicacion

de las bacterias recolectadas y se incluy6 la incubacion a 60° C y posterior
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centrifugacion lo que permitié6 separar un gran porcentaje de proteinas totales sin
perder la actividad agmatinasa. Para analizar las distintas etapas se realizé un gel

SDS-PAGE 10% el cual se puede observar en la Fig. 7.

Cromatografia de intercambio anionico (DEAE-celulosa)

La siguiente etapa fue una cromatografia de intercambio aniénico (deitilaminoetil-
celulosa, DEAE-celulosa) equilibrada con Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Esta
cromatografia permite separar la agmatinasa de E.coli de la enzima ALIM-ALP (a
pesar del punto isoi6nico muy proximo de ambas enzimas 5,1 y 4,9
respectivamente). En el laboratorio de Enzimologia se ha verificado que la ALIM-
ALP eluye con 250 mM de KCI, mientras que la agmatinasa de E. coli eluye con 500
mM de KCI, como se aprecia en la Fig. 6. En dicha figura se observa que se separa
el peak de actividad a 250 mM de KCI de dos grandes peak de proteinas totales.

3- 150 KCl 250 KCl 500 KCl —— 280 m
‘ # * —s— 540 nm

(1]
S 2-
[
©
2
(@]
2.
<

0 - [ T 1

0 20 40 60

Fracciones DEAE

Figura 6. Cromatografia del extracto proteico en una columna de intercambio
aniénico DEAE-celulosa equilibrada con Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. Las flechas indican
el gradiente discontinuo de KCI. Los circulos azules indican la absorbancia a 280
nm de las fracciones que fueron medidas (proteinas totales). Los circulos rojos
indican la absorbancia a 540 nm (actividad agmatinasa).

En la Fig. 7 se muestra un analisis electroforético del extracto total de proteinas
(carril 3 y 4), luego de la incubacién a 60°C y el pool de fracciones de la DEAE-

celulosa con actividad agmatinasa de la elucion a 250 mM de KCI (carril 5).
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Figura 7. Andlisis en gel SDS-PAGE 10%. En el extremo izquierdo se indican con
numeros el tamafo en kDa del marcador de peso molecular. 1. Marcador de peso
molecular pre-tefiido. 2. BSA de 66 kDa (también como marcador de peso
molecular). 3. Extracto total de proteinas (diluido 1:10) 4. Extracto total del
sobrenadante luego de la incubacion a 60°C (diluido 1:10). 5. Muestra obtenida en
cromatografia de intercambio aniénico (pool DEAE).

Cromatografia de afinidad Ni?*-NTA-Agarosa

La siguiente etapa en la purificacion, fue una cromatografia de afinidad utilizando
Ni2*-NTA-agarosa considerando que la ALIM-ALP tiene un epitope 6xHis en el
extremo amino-terminal. Como antecedente se conoce que la enzima se une
débilmente a la resina, por lo que la columna se equilibré con buffer tris 20mM + 500
mM NaCl + 0.2 mM MnCl2 e imidazol 2mM (una concentracion baja). Se cargo el
eluido con 250 mM de KCI al menos 3 veces en la columna, se lavé extensivamente
con la misma concentracion de imidazol y luego se aplicé un gradiente discontinuo
de imidazol de 5y 10 mM, tal como se indica en la Fig. 8. Para cada fraccion, se
midié la absorbancia a 280 nm (proteinas totales) y la actividad agmatinasa
(absorbancia a 540 nm). ademas, se analizaron las fracciones mediante

electroforesis denaturante (SDS-PAGE 10%). Como se aprecia en la Fig. 9, se
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obtuvieron varias fracciones que presentan solo algunas bandas siendo la banda

predominante la correspondiente al tamafio de ALIM-ALP.

2.5+

2.0
.g —e— Absorbancia 280 nm
_§ 1.5 —e— Absorbancia 540 nm
3 1.0
O
<

0.5-

0.0

0 10 20 30
Fracciones NTA-Niquel

Figura 8. Cromatograma de la columna de afinidad Ni?*-NTA-agarosa de ALIM-ALP.
En negro se puede observar las mediciones a 280 nm (proteina total). En rojo se
puede observar las mediciones de actividad agmatinasa a 540 nm.
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Figura 9. Gel SDS- PAGE al 10%. M. Marcador de peso molecular. BSA, albumina
de suero de bovino marcador de 66 kDa. 22-27 fracciones eluidas con 10 mM de
Imidazol de ALIM-ALP.

Se realiz6 una segunda cromatografia de afinidad Ni**-NTA-agarosa, de las
muestras eluidas con 10 mM de imidazol (Fig. 8). Las muestras fueron dializadas,
re-cromatografiadas (Fig. 9), y analizadas en un SDS-PAGE 10%. A partir de esta
cromatografia se obtuvo una muestra la cual fue analizada en dicroismo circular, la
fraccion 23, en la Fig. 10 se puede observar que el pico de actividad a 540 nm

alcanza un valor de 2.17 unidades de absorbancia.
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Figura 10. Segunda cromatografia de afinidad Ni?*-NTA-agarosa. En azul se puede
observar las mediciones a 280 nm (proteina total). En rojo se puede observar las
mediciones de absorbancia de la actividad agmatinasa a 540 nm.

La fraccion 23 obtenida con un volumen aproximado de 3 ml dio la mayor pureza

obtenida hasta el momento (Fig. 11), con una concentracion de proteinas de 0.321

mg/ml lo que permitio realizar un andlisis de dicroismo circular (DC) para determinar

el contenido de estructuras secundarias de ALIM-ALP.
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Figura 11. Analisis de pureza de la fraccion 23 de ALIM-ALP. A. Gel SDS-PAGE
10%. 1.Marcador de peso molecular. 2. proteina de albumina de suero bovino 66
kDa. 3. Fraccion 23. B. Western blot con anticuerpo primario anti-ALP de la fraccion
23.

Contenido de estructuras secundarias de ALIM-ALP mediante analisis de

dicroismo circular.

La muestra se sometio a una didlisis contra Tris-HCI 10 mM a pH 7.5y 0.2 mM de
MnClz y se realiz6 el analisis de DC, podemos ver el resultado en la Fig. 12. EI DC
es una técnica espectroscopica que estudia la interaccion de la luz polarizada
circularmente con moléculas quirales como las proteinas y permite determinar el
contenido de estructura secundaria de las proteinas. Luego se repitio el analisis a
distintas temperaturas y a pH 9,0 que es el pH al que se mide la actividad
enzimatica, como se observa en la Fig. 13. A continuacién, se analizo el espectro
obtenido utilizando la plataforma web BeStSel, lo que permite obtener el contenido
de estructura secundaria (Fig. 14). Como resultados se obtuvo que la enzima ALIM-
ALP presenta una estructura mayormente desplegada, con un contenido del 48%
de estructura desordenada y 14% de giros. Posee solo un 34% de estructura 3-

plegada y un 3% de a-hélice.

29



longitud de onda

5_
8 0 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
200 220 260
-5
-10-

Figura 12. Espectro de DC de ALIM-ALP. Los espectros de DC en UV lejano se

registraron a 20 °C. La concentracion de proteina fue de 0.321 mg/ml.
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Figura 13. Espectro de DC de ALIM-ALP a distintas temperaturas. La concentracion

de proteina fue de 0.321 mg/ml.
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Figura 14. Andlisis de DC entregado por la plataforma BeStSel. A. Se puede
observar a partir del grafico el porcentaje de estructuras secundarias identificadas
a partir de los datos obtenidos. B. Se puede observar el grafico en el cual se ajustan
los datos obtenidos experimentales al analisis entregado por BeStSel.
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DISCUSION

Hasta ahora no existe evidencia estructural de LIMCH1 o de sus variantes como
ALIM-ALP, uno de los desafios mas dificiles ha sido obtener suficiente cantidad de
proteina con una pureza cercana al 100% para realizar andlisis estructurales como

de DC o SAXS o ensayos de cristalizacion.

En este seminario de titulo, se probaron distintas estrategias de purificacion de
ALIM-ALP donde se modifico el medio de cultivo, la temperatura de expresion de la
proteina, el tiempo de sonicacion, realizar incubacion de la muestra a 60°C,
variaciones en la cromatografia de afinidad, hasta optimizar un protocolo de

purificacion que se detalla en la seccion materiales y métodos y en los resultados.

Un paso clave fue lograr una sobreexpresion optima de la enzima, lo que finalmente
se logro utilizando medio LB-Mn2+ con una temperatura de 20-25°C y con 0,5 mM
de IPTG. Hasta ahora en el laboratorio se utilizaba medio Terrific (mucho mas
enriquecido en nutrientes) y 30°C luego de adicionar el inductor y no se lograba una
sobrexpresion de la proteina. Con las nuevas condiciones, se logré observar una
banda mayoritaria del tamafio esperado (~50 kDa) luego de la incubacién a 60 °C,
la cual sirvi6 como punto de partida para las etapas posteriores de purificacion

mediante cromatografia de intercambio anionico y cromatografia de afinidad.

Con la pureza y el rendimiento obtenido (0,3 mg/ml) fue posible realizar el analisis
de DC vy los resultados utilizando la plataforma web BeStSel determinaron que
ALIM-ALP es una enzima con un bajo nivel de plegamiento lo que se traduce en un
bajo porcentaje de estructuras secundarias (2,8% de estructuras helicoidales,
34,4% de hojas R-plegadas, 14,6% de vueltas y 48,1% de zonas al azar 0 no
definidas) (Micsonai et al.,2021). Esto podria explicar la dificultad que tienen los
servidores de modelamiento estructural para obtener un modelo de prediccién con
un puntaje alto de precision. Respecto del modelo de ALIM-ALP de Reyes et al.
2020, en el desarrollo de este modelo se “cortaron” varios loops 0 giros de gran
magnitud y se ajusto el “core” de la estructura a la estructura de las agmatinasas

(sandwich a/R/a) que contiene principalmente 40% de hoja y 33,3% alfa hélice.

32



Con la data de estructura secundaria generada para ALIM-ALP, se descarta la
hipotesis de una estructura similar a las agmatinasas conocidas, sin embargo,

mantiene actividad agmatinasa y por lo tanto pertenece a las ureohidrolasas.

Un detalle importante que se desprende a partir de los analisis por dicroismo circular
es que existen cambios en la conformacién estructural cuando la enzima alcanza
los 60°C donde se ha demostrado que permanece hiperactivada para realizar una
mayor actividad agmatinasa. Sin embargo, este resultado debe ser replicado en
andlisis posteriores y con técnicas mas avanzadas para el andlisis estructural ya
que al realizar el analisis por la plataforma web BeStSel, se obtiene un porcentaje
similar en estructuras secundarias pese a que las sefiales como se puede observar

en la fig. 13, pierden intensidad en el dicroismo circular a mayor temperatura.
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CONCLUSION

En este seminario de titulo se logré estandarizar un protocolo eficiente para la
purificacion de la variante ALIM-ALP, el que servira de base para futuras
purificaciones que permitan obtener una mayor cantidad de enzima purificada
necesarias para ensayos de SAXS y obtencion de cristales de la enzima.

Se caracterizo el contenido de estructuras secundarias de ALIM-ALP mediante
dicroismo circular. Los resultados obtenidos muestran que ALIMALP presenta
un predominio de regiones desordenadas, lo que la distingue de otras
agmatinasas conocidas y destaca su singularidad como una agmatinasa con una

secuencia distintiva, presente exclusivamente en mamiferos

Estos resultados constituyen una primera aproximacion experimental a la
estructura de ALP y aportan antecedentes relevantes para futuros estudios
orientados a comprender en mayor profundidad su estructura, funcion y
mecanismos cataliticos. Esto permitira avanzar en el conocimiento de su rol

fisiologico y su posible potencial terapéutico.
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